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Presentación 

 

La realización de las VII Jornadas de Investigación IBE’2016 se enmarca dentro del 21° aniversario de la 

creación del Instituto de Biología Experimental de la Facultad de Ciencias de la Universidad Central de 

Venezuela, las cuales se realizaron a su vez bajo el marco de las Jornadas de Investigación y Extensión de la 

Facultad de Ciencias 2016, conmemorando el 58° aniversario de nuestra Facultad. Aunque de formalización 

relativamente reciente, el IBE es hoy una institución sólida, heredera de una amplia trayectoria científica basada 

en esfuerzos, iniciativas y vivencias de los fundadores de la Escuela de Ciencias, quienes lograron, al inicio del 

período democrático, su transformación en la primera Facultad de Ciencias del país. A la creación del IBE 

contribuyó en forma decisiva la generación de los pioneros que sentaron las bases para el desarrollo de la 

Biología Experimental en Venezuela. 

 

La gradual transformación de laboratorios en grupos de investigación consolidados, entonces adscritos a los 

departamentos de la Escuela de Biología, abrió el camino para el establecimiento de los Centros de Botánica 

Tropical (CBT) y de Biología Celular (CBC) en 1985. La conversión de esta estructura organizativa transitoria 

en otra de rango administrativo y académico superior, fue lograda a través de un largo proceso de negociaciones 

que culminó cuando el Consejo Nacional de Universidades aprobó en forma definitiva la creación del Instituto 

de Biología Experimental, en su sesión ordinaria de fecha 24 de noviembre de 1994 (oficio CNU-SP-RI 338-94, 

publicado en la Gaceta Oficial Extraordinaria N° 4838, de fecha 18 de enero de 1995). Al instalarse la 

Asamblea de Investigadores del IBE elegimos democráticamente al Dr. Vidal Rodríguez Lemoine como el 

primer Director el 2 de junio de 1995, quien fuera ratificado por el Consejo de la Facultad de Ciencias y el 

Consejo Universitario. El acto académico que consagra el inicio formal de actividades del IBE lo realizamos el 

8 de julio de 1995 en el Paraninfo de la Universidad Central de Venezuela. Al Dr. Rodríguez Lemoine le 

sucedieron en el cargo las Dras. Marcia Escala, Andrea Menéndez y Maira Oropeza, quienes mantuvieron el 

crecimiento del Instituto de Biología Experimental, dejando en manos del suscrito este importante legado desde 

el año 2011. 

 

En el IBE hemos hecho modestas pero significativas contribuciones al conocimiento científico universal, 

participando muy activamente en la búsqueda de soluciones a muchos problemas que son de interés cercanos a 

nuestra realidad socio-económica. Esta afirmación tiene como base la orientación y alcances de la mayoría de 

los proyectos de investigación que se adelantan en nuestros laboratorios, así como en el número y calidad 

científica de los trabajos originales publicados en revistas especializadas, y en la activa participación de eventos 

científicos nacionales e internacionales. Detalles sobre cada uno de los aspectos relativos a la organización y 

composición académica de los laboratorios, sus proyectos de investigación y desarrollo, productividad científica 

y formación de recursos humanos, están recopilados en las ediciones bienales de la memoria descriptiva del 

Instituto, de las cuales hemos publicado consecutivamente las correspondientes a los bienios 1994-1995, 1996-

1997, 1998-1999, 2000-2001, 2002-2003, 2004-2005, 2006-2007, 2008-2009, 2010-2011, 2012-2013. Este año 

publicaremos la Memoria 2014-2015, la undécima de esta secuencia de actividades científicas por parte de 

todos nuestros investigadores, personal técnico y estudiantes de pre y postgrado. Así mismo, la actividad 

académica diaria es recogida y difundida a través de la edición IBE Hoja Informativa, boletín del cual hemos 

publicado hasta la fecha 341 números. 

 

Desde los comienzos hemos dedicado parte de nuestro esfuerzo a proyectar y difundir las actividades de 

investigación que se realizan en cada uno de los laboratorios del IBE. En 1998 realizamos exitosamente las I 

Jornadas de Investigación, denominadas Jornadas IBE’98, dirigidas a dar a conocer, en toda su extensión, la 

trayectoria de los grupos de investigación integrados a los Centros de Biología Celular y de Botánica Tropical. 

En esa oportunidad adoptamos un formato basado en la presentación de carteles y la publicación simultánea de 

mini-revisiones sobre las líneas de investigación en desarrollo. A partir de ese momento iniciamos la 

publicación de la revista MIBE, Memorias del Instituto de Biología Experimental (ISSN 1316-7550, Depósito 

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

 

Estamos convencidos que la iniciativa de publicar una revista con las características de las Memorias del 

Instituto de Biología Experimental ha sido un acierto. Con su creación no intentamos generar un medio para 

soslayar institucionalmente las dificultades que pudiéramos tener los investigadores para colocar trabajos 

originales en revistas del sistema internacional de publicaciones científicas. Nuestro objetivo primordial ha sido, 
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y sigue siendo, la consolidación de un órgano de publicación, de alta calidad editorial y amplia difusión local, 

que sea capaz de servir de vínculo con la comunidad científica nacional, que nos permita tener presencia 

colectiva, divulgando – en conjunto – las actividades de investigación que se realizan en el Instituto. Así, el 

volumen 1, correspondiente al año 1998, lo dedicamos exclusivamente a las memorias de las Primeras 

Jornadas de Investigación, Jornadas IBE’98, realizadas en julio del mismo año. El volumen 2, correspondiente 

al año 1999, recoge las memorias del Primer Simposio Venezolano de Etnobotánica, realizado en julio de 

1999, con la participación de investigadores del IBE y de todo el país. Los volúmenes 3, 4, 5, 6 y 7 recogieron 

las mini-revisiones de las Jornadas de Investigación IBE’2001, 2005, 2008, 2012 y 2014, respectivamente. 

Estos volúmenes contienen revisiones actualizadas sobre temas específicos que reflejan la trayectoria de los 

laboratorios en un período de tres años y fueron publicadas en formato único con una extensión de cuatro 

páginas. Para cada volumen designamos un cuerpo de editores. Por su naturaleza y objetivos, la revista MIBE 

no ha estado abierta para la publicación de trabajos originales. A nuestro juicio, éstos deben difundirse a través 

de las publicaciones especializadas o multidisciplinarias de mayor impacto y difusión internacional. 

 

Para la realización de las VII Jornadas de Investigación IBE’2016, el Consejo Técnico decidió adoptar la 

misma estructura organizativa y los objetivos establecidos para las primeras jornadas. Para llevar a cabo 

nuestras jornadas, invitamos en marzo de 2016 a los profesores-investigadores y a los estudiantes de postgrado, 

y solicitamos la elaboración de revisiones actualizadas sobre el desarrollo de las líneas de investigación en los 

últimos cuatro años. En mayo de 2016 recibimos 43 mini-revisiones, representativas de los 30 laboratorios 

adscritos al CBC y al CBT. Luego de cumplidos los requerimientos editoriales, las revisiones fueron 

incorporadas en el presente volumen de las Memorias del Instituto de Biología Experimental (MIBE 8(1): 1-

172. 2016). Al igual que en años anteriores, su contenido revela la presencia de una amplia variedad de temas 

de investigación con variados niveles de desarrollo. Encontramos líneas de investigación con más de veinte 

años de vida ininterrumpida y, en consecuencia, con una alta productividad. En otras áreas de reciente 

implantación encontramos avances importantes. Es muy apreciable el uso cada vez más generalizado de 

métodos y técnicas derivadas de la biología molecular. Pero es todavía más relevante la marcada y beneficiosa 

tendencia a establecer vínculos reales de cooperación entre los laboratorios y las disciplinas científicas que en 

ellos se desarrollan, y entre éstos y los de otras instituciones nacionales o del exterior. En cada uno de los 

proyectos representados en las memorias se reconoce la participación tanto de colaboradores internos como 

externos. Queda así plasmada la participación de un universo formado por 130 investigadores, colaboradores, 

contratados, estudiantes de pre y postgrado y técnicos vinculados a proyectos realizados en el IBE. 

 
Por último, agradecemos a los miembros del Consejo Técnico, a la comisión que actuó como asesora a la 

edición de este volumen, al personal secretarial de la Dirección y, sobre todo, a los investigadores que de nuevo 

se sometieron a las exigencias y rigores del formato, y dedicaron tiempo para entregar los manuscritos. Esta 

experiencia servirá para ponderar y revisar los objetivos y alcances de los próximos volúmenes, y para mejorar 

su calidad editorial. 

 

Ernesto José González Rivas 
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Papel del suero autólogo en la eliminación de los eritrocitos 

humanos viejos 

 
PEDRO J. ROMERO Y CONCEPCIÓN HERNÁNDEZ-CHINEA 

Laboratorio de Fisiología de Membranas, Centro de Biología Celular 

Instituto de Biología Experimental, Facultad de Ciencias, Universidad Central de Venezuela 

Calle Suapure, Colinas de Bello Monte. Caracas - Venezuela. Correo-e: romepe@yahoo.com 

 

Los eritrocitos humanos son selectivamente retirados del torrente sanguíneo después de 120 días de circulación bajo 

condiciones fisiológicas. Los mecanismos implicados aún no están totalmente esclarecidos. Un conjunto de evidencias 

involucran al ión calcio como principal responsable de la eliminación de tales células viejas. Los estudios realizados en 

este Laboratorio han propuesto la idea que el envejecimiento y la eriptosis (destrucción programada de eritrocitos 

anormales: alterados o patológicos) son procesos fisiológicos distintos, con mecanismos comunes cuyo efector parece 

ser el Ca. Aun cuando el destino final de las células sea su fagocitosis por macrófagos profesionales, el secuestro de las 

senescentes parece ocurrir de manera diferente al eriptótico. Es igualmente probable que la señalización para el 

reconocimiento e ingestión sea distinta en ambos procesos. En el presente trabajo continuamos con el estudio de estas 

posibilidades, determinando el efecto del Ca2+ intracelular en la eritrofagocitosis por macrófagos profesionales y su 

modulación por la presencia de suero autólogo, con la intención de discriminar la contribución de las supuestas señales 

implicadas en el envejecimiento celular y diferenciarlas de aquellas asociadas a la eriptosis.  

 
 

 

Introducción 

La sobrevida del eritrocito humano (EH) es de ~120 

días, durante los cuales envejece paulatinamente al  

disminuir sus capacidades metabólicas y funcionales. 

En su transcurso recurrente por el organismo, el EH 

se halla sometido incesantemente a impactos 

microambientales (“stress”) de diversa naturaleza. 

Entre ellos cabe destacar primero el de tipo mecánico, 

prominente durante el pasaje del EH a través de 

delgados capilares vasculares y de los sinusoides del 

bazo e hígado, de dimensiones muy inferiores a su 

tamaño (34). Para salvar exitosamente esta barrera, el 

EH debe conservar intacta su capacidad de 

deformación y elasticidad (33). El segundo tipo, no 

menos importante, lo constituye el stress oxidativo. 

Este es causado por aparición de oxidantes naturales 

(Fe
3+

, O2
-
, H2O2,

-
OONO) y radicales libres (.OH), 

producto de la auto-oxidación de la hemoglobina 

(Hb) ocurrida durante el transporte de O2 y su 

exposición al óxido nítrico y nitritos (14,22). Para 

combatir eficientemente tal ataque oxidativo, la célula 

se halla dotada de una batería de agentes reductores, 

que incluye enzimas (superóxido dismutasa, 

peroxiredoxina2, catalasa, met-Hb y glutatión 

reductasas) y compuestos redox, tales como el 

glutatión, NADH y NADPH. Otro tipo de stress de 

destacada importancia es aquel osmótico, presente en 

la microcirculación medular renal, cuya magnitud 

puede superar hasta 3-4 veces la isotonicidad (15). El 

EH debe mantener intacta la capacidad para modular 

el volumen a fin de subsistir. Para ello emplea 

distintos mecanismos que involucran al citoesqueleto 

(lo dotan de plasticidad) y a un conjunto de bombas 

(Na-K y Ca
2+

), transportadores (intercambiador Cl-

HCO3 o Banda 3, cotransportador Na-K-2Cl, entre 

otros) y canales iónicos (KCa o canal de Gárdos, canal 

de aniones, etc), cuya activación depende directa o 

indirectamente de ATP y por ende, de su suministro 

adecuado por el metabolismo celular.  

Es un hecho bien establecido que el EH viejo es 

secuestrado fundamentalmente a nivel esplénico, 

donde es reconocido como tal y destruido por los 

macrófagos del sistema reticulo-endotelial (20,21). 

Los mecanismos responsables del secuestro y 

destrucción de las células senescentes no están 

totalmente dilucidados. Se ha señalado una gama de 

factores presuntamente involucrados, entre los que 

destacan: la externalización de la fosfatidilserina (FS) 

(5), el enlazamiento de inmunoglobulina G (IgG) al 

antígeno de senescencia (13), la agregación de la 

banda 3 y consiguiente enlazamiento de IgG (19) y 

deposición de factores del complemento (2,31). No 

obstante la multiplicidad de factores, parece existir un 

común denominador entre ellos: el Ca
2+

. Este ión es 

un conocido activador de la escramblasa e inhibidor 

de la translocasa de amino-fosfolípidos (3,36), 

disipando la distribución asimétrica de FS en la 

membrana. Asimismo, activa el complemento por la 

vía clásica (17) y promueve la agregación de las 

partículas intramembrana del EH (c.f. 31). 
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El Ca
2+

 ha sido señalado como principal responsable 

de los procesos que culminan con la remoción de los 

EHs viejos (24,26). Es ampliamente conocido el 

aumento de Ca
2+

 interno a medida que el EH envejece 

(27,29). Aunque tal incremento es un cambio gradual 

tiempo-dependiente, la consiguiente activación del 

canal de Gárdos (KCa) (9,10), lo convierte en un 

transductor de esa señal monotónica a una todo o 

nada, requerida para iniciar el (los) proceso(s) 

involucrado(s) en la eliminación de las células viejas 

(23,26). Así, la apertura del KCa provoca la salida 

masiva de K, la célula se hiperpolariza, impulsando 

directamente la salida de Cl
-
 (fundamentalmente a 

través de la banda 3 o AE1) para mantener la 

isoneutralidad eléctrica e indirectamente, la de agua 

(principalmente a través de la aquaporina AQP1) para 

mantener el equilibrio osmótico. Como resultado final 

el EH se deshidrata y contrae, reduciendo su volumen 

y aumentando la densidad. A esto último también 

contribuye la pérdida de áreas de membrana debida a 

vesiculación inducida por Ca
2+

 (1,28). De este modo, 

el EH viejo se hace mucho menos deformable, capaz 

de ser retenido a nivel esplénico y finalmente 

reconocido y eliminado por los macrófagos residentes 

(26). Tal idea es contradictoria con hallazgos más 

recientes que señalan una aparente disminución de la 

actividad del KCa durante el envejecimiento celular 

(30). No obstante, debemos destacar la presencia de 

otros mecanismos tales como el intercambiador Na-

K-2Cl y el cotransportador KCl (sensible al 

envejecimiento) (7,12,18), posiblemente operando 

bajo las condiciones anteriores y que pudiesen afectar 

la variación volumen celular reportada.  

Trabajos recientes postulan que el envejecimiento es 

un tipo de apoptosis (6). Otros sugieren que ambos 

procesos (apoptosis y envejecimiento) transcurren por 

vías diferentes (11,19,24), con mecanismos comunes  

y posiblemente distintos requerimientos de Ca
2+

 (24). 

El papel del canal de Gárdos en la apoptosis del EH 

(eriptosis) fue estudiado anteriormente por Lang y 

col. (16). Los autores concluyeron que dicho canal 

participa en la regulación de la apoptosis de los EHs. 

Sin embargo, sus hallazgos demuestran que el efecto 

de los moduladores del KCa utilizados (carybdotoxina, 

clotrimazol, incremento del K
+
 externo) no está 

totalmente correlacionado con la exposición de FS, 

conocido marcador apoptótico. Ello sugiere un 

segundo proceso implicado en la externalización de la 

FS, además del canal de Gárdos.  

Más aún, un cúmulo de trabajos recientes demuestra 

que la fracción de FS externalizada en la membrana 

de los EHs no es modificada durante el 

envejecimiento in vivo (8,11,35). Ello parece 

descartar a la externalización de FS como mecanismo 

involucrado en la eliminación de los EHs senescentes. 

Sin embargo, ante un estrés (p.e. oxidativo) los EHs 

viejos exponen mayores cantidades de FS que los 

jóvenes (11). 

En el presente trabajo continuamos abordando el 

papel del Ca
2+

 intracelular en la fagocitosis de los 

EHs por macrófagos profesionales y su modulación 

por el suero autólogo (SAL), a fin de discriminar la 

contribución de las diversas señales implicadas en el 

envejecimiento celular y diferenciarlas de aquellas 

asociadas a la eriptosis. 

Se ha empleado como modelo de estudio la 

fagocitosis por macrófagos autólogos de los EHs 

cargados con Ca
2+

, en presencia  del sistema buffer 

Ca-EGTA y ausencia de Mg
2+

 (4,32).  

La sangre proveniente de donantes sanos, fue 

recolectada en citrato de Na (3,8%), mezclada con 

solución salina isotónica glucosada (PBS) y 

fraccionada a través de un colchón de Ficoll-Hypaque 

(FH) (1,078 g/ml), como se reportó previamente (25). 

Una porción de sangre del mismo donante se 

conservó sin anticoagulante para la obtención de 

SAL. Este fue privado de IgG mediante adsorción a 

proteína A-Sefarosa CL-4B (3 mg proteína A/ml de 

gel), en proporción (vol:vol) 1 SAL + 2 gel, 

compactado a 12.000 xg, 15 min. La IgG fue 

posteriormente eluída con 0.1M ácido cítrico (pH 3.0) 

y neutralizada con 1M Tris-Cl (pH 9), siguiendo las 

instrucciones de los fabricantes (Pharmacia). La 

isotonicidad de la fracción eluída de IgG fue 

restituida añadiendo (mM):150 NaCl, 2 CaCl2, 1 

MgCl2 y antibióticos (penicilina + estreptomicina). 

Las células mononucleares (banda en la interfase 

plasma-FH) se resuspendieron en medio RPMI-1640, 

conteniendo 10% suero fetal de ternera y antibióticos 

(100 U penicilina G/ml + 100 µg estreptomicina/ml). 

La suspensión se depositó sobre laminillas de vidrio 

(~3 x 10
5 

cel/lam). Estas últimas se incubaron en 
placas de 6 pozos, por 24 h a 35°C en una atmósfera 

aire húmedo-5% CO2 para promover la adhesión y 

maduración de los macrófagos. La viabilidad y 

capacidad macrofágica de las células mononucleares 

fueron evaluadas como se describió anteriormente 

(25). Los EHs (provenientes de la región más densa 

del sedimento fraccionado en FH) fueron expuestos al 

ionóforo A23187 (10 µM) con o sin 7 µM Ca
2+

 iónico 

(1 mM EGTA + CaCl2 a concentraciones adecuadas) 

en un medio de Colina isotónica e incubados con 

agitación durante 30 min a 37°C. Inmediatamente, las 

células se lavaron sucesivamente en medios de Colina 

isotónica, conteniendo 2; 0,5 y 0% BSA para eliminar 

el ionóforo y finalmente, resuspendidas en un medio 

mínimo salino consistente de (mM): 140 NaCl, 5 

KCl, 2 CaCl2, 1 MgCl2, 10 glucosa, 10 Hepes (pH 
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7.4) y antibióticos (100 U penicilina G/ml + 100 µg 

estreptomicina/ml). Alícuotas de esta suspensión, 

suplementadas o no con SAL (30%), SAL privado de 

IgG (30%) o IgG (2 mg/ml) se depositaron sobre las 

laminillas anteriores (relación 30-50 EHs/macrófago) 

e incubaron durante 2 h a 35°C, en una atmósfera aire 

húmedo-5% CO2. Después de lavar las laminillas, las 

células remanentes se fijaron (2,5% glutaraldehído) y 

tiñeron (Wright) por métodos convencionales. La 

magnitud de adhesión (fracción de macrófagos con 

EHs: adheridos + parcialmente ingeridos + 

enteramente fagocitados) se evaluó por análisis 

microscópico de 1000 macrófagos/condición.  La 

efectividad del enlazamiento IgG-proteína A y 

posterior elución de IgG fue confirmada mediante 

electroforesis (SDS-PAGE). 

La adhesión de los EHs cargados con Ca
2+

 

(4,7±1,11%, n= 6) se duplicó al añadir SAL y casi 

triplicó en presencia de IgG o SAL libre de IgG. 

Estos resultados confirman experimentos previos que 

demuestran tanto la necesidad del Ca
2+

 intracelular 

para promover la eritrofagocitosis, como su 

potenciación por SAL (25). Asimismo, la 

potenciación de la fagocitosis por la IgG purificada, 

sugiere que SAL es requerido para este proceso por 

su contenido de IgG. Las evidencias anteriores 

claramente involucran a la IgG en la estimulación de 

la eritrofagocitosis por SAL. Ello es compatible con 

una interacción IgG-antígeno de senescencia (13) y/o 

con agregados de banda 3 (31). Su posible relación 

con el canal de Gárdos es una interrogante de gran 

importancia a considerar. Sorpresivamente, la 

presencia de SAL libre de IgG también potenció la 

fagocitosis, alcanzándose niveles similares a los de 

IgG. Se hace necesario ahondar en el efecto de SAL 

libre de IgG para aclarar la paradoja encontrada.  
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Las especies del género Leishmania son protozoos parásitos que causan en humanos la enfermedad conocida como 

leishmaniasis. Las drogas empleadas en la actualidad para el tratamiento de la enfermedad son altamente tóxicas y 

presentan una efectividad limitada. El desarrollo de nuevos medicamentos que reemplacen o complementen los 

utilizados en la actualidad es una tarea urgente. Una de las fuentes para la consecución de nuevas moléculas que 

permitan el desarrollo de nuevas terapias se encuentra en las plantas. Carica papaya L., una especie perteneciente a la 

familia de las Caricáceas, es utilizada como tratamiento en regiones donde la leishmaniasis es endémica, pero hasta 

ahora no se ha reportado cual es el compuesto responsable de la actividad curativa de la enfermedad. Con la finalidad de 

identificar los metabolitos secundarios responsables de la acción citotóxica sobre el parásito, se evaluó el efecto de las 

fracciones de extracto metanólico de semilla sobre el crecimiento de cultivos de promastigotes de Leishmania mexicana 

y se observó mediante microscopia de contraste de fases el efecto sobre la morfología del parásito. Las fracciones 

obtenidas por cromatografía en silica gel demostraron tener un efecto inhibitorio del crecimiento de los cultivos y causan 

alteraciones morfológicas típicas para cada fracción.  

 

 

 

 

Introducción 

 

El género Leishmania incluye varias especies de 

protozoos parásitos que causan la leishmaniasis. Esta 

enfermedad presenta diversas manifestaciones 

clínicas que van desde la forma cutánea hasta la 

visceral, siendo esta última la más mortal.  

La leishmaniasis cutánea es la forma más común,  

presentándose alrededor de 1,5 millones de nuevos 

casos cada año a nivel mundial. Comprende un 

espectro variable de síntomas que van desde 

pequeñas lesiones cutáneas que pueden curar 

espontáneamente hasta la destrucción masiva del 

tejido mucoso (14).  

El tratamiento clásico de la leishmaniasis requiere la 

administración de drogas que resultan ser tóxicas y 

poco toleradas por el paciente. Los antimoniales 

pentavalentes constituyen el tratamiento de primera 

escogencia tanto para la leishmaniasis visceral como 

para la cutánea. La Anfotericina B y la pentamidina 

son drogas de segunda línea que requieren largos 

períodos de administración parenteral (19). La 

resistencia de los parásitos a estos medicamentos 

convencionales reduce notablemente su eficacia 

(1,10), por lo que en las últimas décadas han surgido 

nuevas alternativas para el tratamiento de la 

leishmaniasis. La miltefosina, un alquilfosfolipido, 

desarrollado como agente antineoplásico, resultó ser 

efectivo como tratamiento oral de la leishmaniasis 

(18). La Sitamaquina para el tratamiento de la 

leishmaniasis visceral (22) y el aminoglicosido 

Paromomicina para la leishmaniasis cutánea y 

visceral (2) han tenido un éxito parcial y están 

todavía muy lejos de ser drogas ideales para el 

tratamiento de esta enfermedad. 

El desarrollo de nuevos medicamentos que 

remplacen o complementen los utilizados en la 

actualidad es una necesidad urgente. Las 

investigaciones farmacéuticas de productos naturales 

derivados de plantas, representan una estrategia 

importante para el descubrimiento y desarrollo de 

drogas contra Leishmania (13,21).  

La actividad biológica de extractos de plantas ha 

sido confirmada por la medicina tradicional y la 

etnobotánica (5,15). Reportes ancestrales dan 

pruebas sobre la efectividad de ciertas plantas en el 

tratamiento de la leishmaniasis (17).  

Carica papaya L. es una especie originaria de 

América Central que pertenece a la familia de las 

Caricáceas. Las tribus indígenas de la Guyana 

Francesa (Teco y Wayapi) y Peru (Yanesha), 

regiones donde es endémica la leishmaniasis, 

utilizan diversas partes de la planta como 

tratamiento de la leishmaniasis (11,20). Sin 

embargo, hasta ahora no se ha reportado un estudio 

controlado sobre el efecto que extractos de semillas 
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y hojas tienen sobre el parásito ni tampoco cual es el 

compuesto o metabolito responsable de la actividad 

curativa de la enfermedad. 

 

Extractos de Carica papaya L. con actividad 

antileishmanial 

 

En nuestro laboratorio, como parte de la línea de 

investigación orientada al hallazgo de drogas para el 

tratamiento de la leishmaniasis, se estudia el efecto de 

extractos obtenidos de Carica papaya L.  sobre 

Leishmania mexicana. Los resultados obtenidos 

indican que el extracto de las semillas de esta especie 

vegetal tiene una actividad citotoxica moderada sobre 

promastigotes de L. mexicana (4) y un elevado índice 

de selectividad hacia el parásito frente a la 

citotoxicidad evaluada en macrófagos (16). 

Con la finalidad de identificar los metabolitos 

secundarios responsables de la acción citotóxica 

sobre el parásito, se evaluó el efecto de fracciones de 

extracto metanólico de semilla sobre promastigotes 

de L. mexicana. 
 

 

Actividad de fracciones de extractos metanólicos de 

semilla de C. papaya sobre promastigotes 

 

Los extractos se obtuvieron de semillas previamente 

recolectadas, lavadas con agua destilada, desecadas 

en estufa a 40ºC y pulverizadas en un molino casero. 

El polvo obtenido se maceró con metanol durante 

48h, se filtró y se concentró por rotaevaporación a 

50ºC. El concentrado se adsorbió a gel de sílice y se 

colocó en una columna empacada con gel de sílice y 

equilibrada con isopropanol. Se cromatografió el 

extracto eluyendo secuencialmente con isopropanol, 

etanol, metanol y metanol:agua (8:2).  Se recolectaron 

fracciones de 10 ml, se evaporaron en la estufa a 

35°C y el sedimento de cada fracción se resuspendió 

en DMSO:H2O (1:1). 

La actividad inhibitoria de las fracciones se determinó 

mediante contaje celular en cámara de Neubauer. Los 

promastigotes se resuspendieron en medio T-Y 

suplementado con 5% de suero fetal de ternera, 

penicilina (100U/ml) y estreptomicina (100 μg/ml) y 

se incubaron durante 48h a 25ºC con extracto 

metanólico y con las fracciones obtenidas de la 

columna de silica gel a una concentración de 5mg/ml. 

Como control se incubaron los parásitos con el mismo 

volumen de DMSO:H2O (1:1) añadido en los ensayos 

con las fracciones. 

La Figura 1 muestra los resultados obtenidos de tres 

experimentos realizados por duplicado. 

Se observó una inhibición mayor a 60% con las 

fracciones F1, F2 eluídas con isopropanol, F3 eluida 

con etanol y F7, F8 eluídas con metanol:H2O. Sin 

embargo, el efecto inhibitorio de las fracciones es 

menor al observado con el extracto. Esto sugiere que 

los componentes o metabolitos secundarios presentes 

en el extracto metanólico pueden estar actuando 

aditiva o sinergisticamente. 

La actividad citotóxica de las fracciones sobre los 

promastigotes es moderada, contrastando con el uso 

tradicional de esta planta en el tratamiento de las 

lesiones cutáneas presentes en la leishmaniasis. Se 

ha reportado la actividad inmunomoduladora de 

extractos de semilla de C. papaya L. (9) por lo que 

es esencial evaluar el efecto de los extractos y sus 

fracciones in vivo con la finalidad de determinar si la 

efectividad en el tratamiento de la parasitosis es 

debida tanto a la acción directa sobre el parásito 

como a la inducción de una respuesta inmune 

protectora por parte del hospedero.  

  
 

 

 

 
 
Figura 1. Efecto de fracciones del extracto metanólico sobre 

el crecimiento de los promastigotes. Se muestra el % de 

inhibición del extracto de semilla y de las fracciones obtenidas 

por cromatografía en columna de sílica gel, eluídas con 

isopropanol (F1 y F2), etanol (F3 y F4), metanol (F5 y F6) y 

metanol-agua 1:1 (F7 y F8). Como control se evaluó el efecto 

del DMSO utilizado como disolvente de las muestras, a la 

misma concentración presente en los ensayos con el extracto 

crudo y las fracciones. Los datos son producto de tres 

experimentos realizados por duplicado. 

 

 

 

Mediante microscopía de contraste de fases se evaluó 

el efecto de las fracciones con mayor actividad 

inhibitoria del crecimiento de los cultivos de 

promastigotes. Se observó que  las fracciones eluídas 
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con isopropanol, etanol y metanol:H2O provocaron 

alteraciones diferentes en los promastigotes. En los 

parásitos tratados con las fracciones de isopropanol 

(F1 y F2) se observaron alteraciones en la longitud 

del flagelo o la pérdida del mismo,  así como la 

presencia de células vacuoladas y alteración de su 

forma alargada (Fig. 2b). Los promastigotes tratados 

con la primera fracción de etanol (F3) presentan 

alteraciones en el proceso de división celular. Las 

células parecen detenidas en la citocinesis, 

presentando formas aberrantes con dos o más flagelos 

(Fig. 2c). Los promastigotes tratados con las 

fracciones eluídas con metanol:H2O (F7 y F8) 

adquirieron una forma redondeada con vacuolas 

grandes y se observaron células con estructuras 

peculiares que parecen extensiones delgadas de la 

membrana (Fig. 2d). 

 

 

 
 
Figura 2. Cambios morfológicos producidos en promastigotes 

de L. mexicana por fracciones del extracto metanólico: Control 

(a), Fracciones de isopropanol (b), Fracción de etanol (F3) (c), 

Fracción de metanol:agua (F8) (d). Barra: 10µm. 

 

 

Estos resultados indican que las fracciones de los 

extractos metanólicos afectan de manera diferente a 

los promastigotes. Las fracciones eluídas con 

isopropanol (F1 y F2), las cuales presentaron la 

mayor actividad inhibitoria del crecimiento de los 

cultivos de promastigotes, tienen un efecto 

preponderante sobre el flagelo y su movilidad.  

El efecto de extractos de semilla de Carica papaya L. 

sobre la movilidad flagelar ha sido demostrado en 

células espermáticas de ratas, conejos, monos, perros 

y humanos (3,6,7,8,12). Este efecto sobre el flagelo es 

el responsable de las propiedades contraceptivas de 

las semillas de C. papaya L.   

Aunque no se han realizado estudios sobre las 

alteraciones en la estructura del axonema flagelar de 

las células espermáticas, los metabolitos presentes en 

las semillas podría tener un efecto sobre el normal 

funcionamiento de las estructuras flagelares en 

general.  

 

 

Conclusiones 

 

Los resultados demuestran que el extrato metanólico 

crudo tiene mayor actividad leishmanicida que las 

fracciones obtenidas del mismo. Esto sugiere que los 

componentes o metabolitos secundarios presentes en 

el extracto metanólico pueden estar actuando aditiva 

o sinergisticamente. 

Aunque la actividad citotóxica de las fracciones 

sobre los promastigotes es moderada, su evaluación 

in vivo es esencial, ya que se ha demostrado que 

muchos metabolitos secundarios pueden tener una 

actividad inmunomoduladora, pudiendo ser esta 

actividad la verdadera responsable de su efectividad 

en el tratamiento de la parasitosis. 
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Para la supervivencia y transmisión de las diferentes especies de Leishmania dentro de sus células dianas, estas  requieren  

de factores proteicos que interactúen y modifiquen los ambientes intracelulares de dichas células. Durante la última 

década, varios enfoques se han aplicado al estudio de las proteínas exportadas por organismos parasitarios en etapas 

particulares de su ciclo de vida.  Al conjunto de proteínas exportadas al exterior celular en condiciones definidas se les 

denomina exoproteoma. Diferentes proteasas en Leishmania han sido vinculadas como factores de virulencia. 

Actualmente, es poca la información existente sobre proteasas presentes en el exoproteoma que pudieran estar asociadas 

con el proceso de infección y mantenimiento del parásito. Por tal motivo, nuestro objetivo es el de profundizar en la 

identificación de proteasas presentes en el exoproteoma de promastigotes y amastigotes de Leishmania mexicana, con el 

fin de establecer comparaciones entre ambos. Mediante técnicas de espectrometría de masas hemos identificados varias 

familias de proteasas en promastigotes, siendo las más abundantes las familias de las metalo y cisteín proteasas. La 

identificación y caracterización de proteasas exportadas por este parásito, permitirá evaluar su participación en 

mecanismos de mantenimiento y supervivencia del parásito en la célula huésped.  

 

 
 

Introducción 

Los parásitos tripanosomatidios del género 

Leishmania, son los agentes causantes de las 

diferentes manifestaciones clínicas conocidas como 

leishmaniasis. Dependiendo de la especie del 

parásito implicada, las infecciones pueden ir desde 

lesiones leves en la piel hasta infecciones fatales a 

nivel visceral (7). Se estiman actualmente 12 

millones de personas afectadas por esta enfermedad 

a nivel mundial, con una posible incidencia de 2 

millones de casos nuevos anuales en zonas 

tropicales, subtropicales y en la cuenca mediterránea 

(16). El control eficiente de la leishmaniasis ha sido 

obstaculizado por la ausencia de una vacuna, la 

eficacia limitada de fármacos de primera línea y el 

aumento de la transmisión como resultado de co-

infecciones con el VIH (4). Por tal motivo, una 

comprensión detallada de todos los aspectos 

involucrados en los procesos biológicos del parásito 

permitirá formular nuevas estrategias antiparasitarias 

(12). 

Las diferentes formas morfológicas presentes en el 

ciclo de vida de Leishmania (promastigote en el 

insecto vector y amastigote en la vacuola 

fagolisosomal de células de mamíferos infectados),  

representan una adaptación del parásito a las 

diferentes condiciones ambientales dentro de sus dos 

hospedadores. Es decir, los parásitos requieren de 

factores proteicos que interactúen y modifiquen los 

ambientes intracelulares en los cuales se desarrollan 

(12). Estas proteínas exportadas, garantes del 

proceso infectivo, desempeñan un papel activo en 

las primeras interacciones huésped-parásito. Al 

conjunto de proteínas extracelulares liberadas de un 

organismo en condiciones definidas se le denomina 

exoproteoma (3,17). 

 

Importancia de las proteasas presentes en el 

exoproteoma de Leishmania en el proceso de 

integración hospedador-parásito 

Durante el ciclo de vida de Leishmania, la 

supervivencia del parásito es garantizada gracias a las 

diferentes estrategias con que éste cuenta para 

contrarrestar los mecanismos de defensa de la célula 

huésped (3). Actualmente hay evidencias de que tanto 

promastigotes como amastigotes, son capaces de 

exportar al citoplasma de la célula huésped proteasas 

que modulan directamente las diferentes rutas de  

señalización celular del hospedador (9). Diferentes 

proteasas han sido identificadas en los exoproteomas 

de Leishmania donovani (14) y Leishmania infantum 

(12). Entre estas, cabe destacar: 1. La 

Leishmanolisina o GP63, endoproteasa que comparte 

características con las metaloproteasas de mamíferos 

y es la proteína de superficie más abundante en 

promastigotes (18). A esta se le adjudica un rol 

central en los procesos de invasión tanto en las 

células epiteliales del vector como en el hospedador 

vertebrado (13). 2. La  cisteín proteasa B (CP-B) (5) y 

3. Una serín proteasa (1,2), ambas asociadas con 
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procesos de virulencia, invasión celular y la 

interacción hospedador-parásito.  

 Dada la importancia de las proteasas secretadas en 

los procesos adaptativos y de sobrevivencia en 

varias especies de Leishmania (9), se proponen 

como potenciales candidatas responsables del 

mantenimiento del parásito en la célula hospedera. 

Por tal motivo,  nuestro interés es el de profundizar 

en la identificación de las proteasas presentes en el 

exoproteoma de promastigotes de Leishmania 

mexicana, como primer paso para establecer 

diferencias con las proteasas exportadas por 

amastigotes de la misma especie, a fin de identificar 

cuáles de ellas son específicas de cada estadio del 

parásito. 

 

Proteasas presentes en el exoproteoma de 

promastigotes de Leishmania mexicana 

Trabajos previos realizados en el laboratorio, nos 

han permitido demostrar la presencia de la actividad 

proteolítica de varias familias de peptidasas en el 

exoproteoma de promastigotes y amastigotes de 

Leishmania mexicana (10). Interesantemente, hemos 

evidenciado  un patrón proteolítico diferencial entre 

ambos estadios (10,11). Sugiriéndose con ello, la 

exclusividad de exportación de proteasas en los 

diferentes ambientes en que se desarrolla el parásito. 

Sin embargo, dada la baja expresión de estas 

peptidasas, la identificación de las mismas mediante 

técnicas de bioquímica clásica se hace muy difícil. 

Por tal motivo, nos hemos propuesto identificar las 

proteasas presentes en el exoproteoma mediante 

técnicas de proteómica como la espectrometría de 

masa, la cual gracias  a su alta sensibilidad permite  

identificar proteínas presentes con un bajo número 

de copias (6).   

Para proceder a la identificación de las proteínas 

presentes en el exoproteoma de Leishmania 

mexicana, promastigotes de la cepa Bel21, en fase 

estacionaria de crecimiento, fueron incubados 

durante 24 h a temperatura ambiente en medio 

RPMI libre de suero (2x10
8 

células/ml). 

Posteriormente los parásitos  fueron removidos por 

centrifugación. Las proteínas presentes en el 

exoproteoma fueron precipitadas con metanol y se 

prepararon para su análisis por espectrometría de 

masas de tipo LC-MS/MS (Orbitrap). Los resultados 

obtenidos fueron analizados con el servidor de 

identificación de proteínas (MASCOT) utilizando 

las bases de datos SwissProt y NCBInr.  La lista de 

genes identificados, fue clasificada según su función 

biológica y tipo de proteína, mediante el programa 

“Gene Ontology Consortium/PANTHER utilizando 

la base de datos de Leishmania major (8). 

Bajo nuestras condiciones de estudio, se lograron 

identificar 124 proteínas en los productos excretados 

por promastigotes (Fig. 1). La caracterización de las 

proteínas en base a su función biológica (Fig. 1A), 

indica que la mayoría presentan función catalítica 

(59%) seguida de función de unión (22%) y función 

estructural (5%). 

 

 

 
 

Figura 1. Clasificación de las proteínas presentes en el 

exoproteoma de promastigotes de Leishmania mexicana. A. En 

base a su función biológica. B.  En base al tipo de proteínas.  La 

clasificación de proteínas identificadas por espectrometría de 

masas fue realizada utilizando el programa “Gene Ontology 

Consortium/ PANTHER” (8).  

 

 

Con respecto a la clasificación según el tipo de 

proteínas (Fig. 1B), las oxidoreductasas e hidrolasas 

resultaron ser las más abundantes (18%) seguidas de 

las proteínas de unión a nucleótidos (14%). Por su 

parte, las proteasas ocuparon la cuarta posición en 

abundancia (12%),  siendo las familias de las metalo 

y cisteín proteasas las más abundantes  en el 

exoproteoma de promastigotes de Leishmania 

mexicana (Fig. 2). Las proteasas fueron identificadas 

mediante su análisis a través de relaciones evolutivas 

utilizando el programa  “PANTHER” (8). El número 

de identificación del gen (GI), los pesos moleculares 
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aparentes y función molecular de las proteasas 

identificadas, se resumen en la Tabla 1.   

 

 

 
 

Figura 2: Familias de proteasas presentes en el exoproteoma 

de Leishmania mexicana. La clasificación de las familias de 

proteasas identificadas por espectrometría de masas  fue 

realizada utilizando el programa “Gene Ontology Consortium/ 

PANTHER” (8). 

 

 
Tabla 1. Proteasas identificadas en el exoproteoma de 

promastigotes de Leishmania  mexicana.  
 

 
 

En escala creciente de grises se indica el tipo de familia de 

proteasa identificada (serín, cisteín y metalo peptidasas, 

respectivamente). 

Cabe destacar que además de la Leishmanolisina 

(GP63), la Cisteín peptidasa B y la Oligopeptidasa b, 

previamente identificadas como proteasas excretadas 

e importantes factores de virulencia (15), logramos 

identificar siete proteasas putativas cuya función 

como factor de virulencia aún se desconoce (Tabla 

1).   

En estos momentos nuestros esfuerzos están 

dirigidos a la identificación de proteasas en el 

exoproteoma de amastigotes de Leishmania 

mexicana, con el fin de establecer posibles 

diferencias en cuanto a los mecanismos de 

mantenimiento y supervivencia del parásito dentro 

de sus dos hospedadores. Ello conduciría a 

establecer posibles nuevos blancos 

quimioterapéuticos que  pudieran permitir el control 

de las enfermedades generadas por esta familia de 

parásitos.  
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La leishmaniasis es una enfermedad que representa un problema de salud pública a nivel mundial. Las drogas utilizadas 

para el tratamiento de esta enfermedad son tóxicas. Esto impulsa la investigación para el descubrimiento de nuevas 

drogas contra la leishmaniasis. Teniendo en cuenta que este proceso consume tiempo y es costoso, la reutilización de 

drogas concebidas originalmente para otros fines es una aproximación atractiva para el desarrollo de nuevos tratamientos 

para la leishmaniasis. Drogas como la miltefosina y la amiodarona, que se utilizaron para el tratamiento del cáncer y 

como antiarrítmico, respectivamente, tienen actividad leishmanicida mediante la disrupción de la homeostasis del Ca2+ 

intracelular del parásito. Es por esto que nos propusimos determinar el efecto del SQ109, antibiótico contra la 

tuberculosis y que tiene actividad contra Trypanosoma cruzi, sobre L. mexicana. Demostramos que el SQ109 afecta la 

supervivencia de promastigotes de L. mexicana y disminuye el porcentaje de macrófagos infectados con amastigotes de 

L. mexicana con un IC50 de 11.2 nM, siendo parte de su mecanismo de acción la disrupción de la homeostasis del Ca2+ 

intracelular, producto de la liberación de este catión de la mitocondria y los acidocalcisomas. Todos estos resultados 

indican que el SQ109 es una potencial droga leishmanicida. 

 
  

Introducción 

La leishmaniasis es una enfermedad parasitaria 

causada por protozoarios pertenecientes al género 

Leishmania. Es transmitida al ser humano por la 

picadura de flebótomos (5), y menos frecuentemente 

mediante transmisión congénita y parenteral 

(transfusión de sangre, jeringas compartidas y 

accidentes de laboratorio) (11). Según La 

Organización Mundial de la Salud (2013), esta 

enfermedad representa un problema de salud pública 

a nivel mundial, afectando principalmente a las 

poblaciones más pobres del mundo.  

Leishmania posee características morfológicas y 

moleculares diferentes, según sea el hospedador. En 

el intestino del vector invertebrado, el parásito se 

encuentra en forma de promastigote móvil el cual 

posee un flagelo libre que se sitúa por delante del 

kinetoplasto (estructura constituida de ADN y 

presente en la mitocondria del parásito). En el 

huésped vertebrado, el parásito se transforma en 

amastigote de localización intracelular, flagelo corto 

(no libre) y forma redonda (2).  Cabe destacar que 

esta última es la forma clínicamente relevante del 

parásito debido a que es el causante directo de todos 

los síntomas de la enfermedad, por lo que sería 

conveniente que cualquier quimioterapia alternativa 

contra la leishmaniasis se base en la eliminación de 

este estadío del parásito (5). La amplia variedad de 

especies de Leishmania responsables de la 

leishmaniasis, combinada con la respuesta 

inmunitaria del hospedador, resulta en un amplio 

espectro de manifestaciones clínicas (17): 

leishmaniasis cutánea (localizada o difusa), 

leishmaniasis mucocutánea y leishmaniasis visceral, 

siendo esta última la que causa mayor mortalidad en 

humanos.  

El Ca
2+

 ha sido ampliamente reconocido como un 

mensajero esencial en todos los eucariotas, desde 

protozoarios hasta mamíferos (5). Estos últimos son 

capaces de mantener una concentración citosólica de 

Ca
2+

 libre muy reducida (alrededor de 100 nM) en 

presencia de una concentración extracelular de Ca
2+

 

mucho mayor (1-2 mM). Este hecho implica la 

presencia de diferentes mecanismos de transporte 

que permitan mantener dicho gradiente de 

concentración, algunos de ellos localizados en 

organelos intracelulares y otros en la membrana 

plasmática (3). En los tripanosomatidios tres 

organelos contribuyen con la regulación del Ca
2+

 

intracelular: un gran mitocondrión, capaz de 

acumular grandes cantidades de Ca
2+

, siendo la 

fuerza que dirige la acumulación de este catión el 

gradiente electroquímico de H
+
 a través de la 

membrana mitocondrial interna (4), un retículo 

mailto:gbenaim@


14 

 

endoplasmático y unas vacuolas acídicas 

denominadas acidocalcisomas (20), asociadas a la 

bioenergética del parásito, ya que constituye un 

depósito de polifosfatos y pirofosfatos, que son una 

fuente alternativa de energía en estos parásitos e 

incluso más abundantes que el ATP. En los 

acidocalcisomas se acumulan grandes cantidades de 

Ca
2+

 (5). La disrupción de la homeostasis del Ca
2+

 en 

cualquier célula, usualmente tiene efectos letales que 

conducen a la muerte celular mediante apoptosis o 

necrosis (21). Lo anterior, junto con diferencias 

importantes descubiertas recientemente entre los 

mecanismos de regulación del Ca
2+ 

de parásitos y 

humanos, nos permite sugerir que la alteración de la 

homeóstasis del Ca
2+

 intracelular en estos parásitos 

podría ser una estrategia racional prometedora como 

blanco de nuevas drogas (5). 

Los fármacos de primera línea utilizados en 

Venezuela y en gran parte del mundo para tratar la 

leishmaniasis siguen siendo los mismos desde hace 

más de 60 años: los antimoniales pentavalentes, el 

glucantime y el pentostam. Ambos medicamentos 

causan graves efectos secundarios en los pacientes y 

las distintas especies de Leishmania presentan 

diversos grados de susceptibilidad a estas drogas 

(1,13). Es por esto que existe un creciente interés en 

el descubrimiento de nuevas drogas con actividad 

leishmanicida. Debido a que el desarrollo de nuevas 

drogas consume tiempo y es costoso, encontrar 

nuevos usos para drogas existentes (un proceso 

conocido como reutilización de drogas o 

reposicionamiento) surge como una aproximación 

atractiva para el desarrollo de nuevas terapias para la 

leishmaniasis. Debido a que la seguridad, la eficacia 

y la toxicidad de una droga existente han sido 

ampliamente estudiadas, la reutilización de una 

droga ahorra tiempo y dinero en comparación con el 

proceso de síntesis de una droga de novo (14).  

La miltefosina, una droga que se utilizó para el 

tratamiento del cáncer de mama (7), es activa por vía 

oral y es el mayor avance reciente en la batalla 

contra la leishmaniasis. Aunque originalmente se 

definió su mecanismo de acción como un inhibidor 

de la síntesis de la fosfatidilcolina (12,18), hemos 

demostrado que este compuesto también afecta la 

homeostasis del Ca
2+

 intracelular de Leishmania 

mexicana, al inducir un incremento de la 

concentración de este ion mediante la activación de 

un canal de Ca
2+

 presente en la membrana 

plasmática (16).  

En 2009 reportamos que la amiodarona, un 

antiarrítmico ampliamente utilizado para el 

tratamiento de pacientes con mal de Chagas que 

presentan cardiomiopatía chagásica, tiene efecto 

tripanocida a través de la disrupción de la 

homeostasis del Ca
2+

 intracelular en promastigotes y 

amastigotes intracelulares de L. mexicana, como 

consecuencia de la liberación de este catión de la 

mitocondria y de los acidocalcisomas (15). Sin 

embargo, la presencia de un 2,5-diiodofenil en su 

estructura, la cual ha estado asociada con efectos 

secundarios no deseados relacionados a una 

toxicidad tiroidea, hace que su uso prolongado como 

antiarrítmico se convierta en una dificultad 

terapéutica. Por este motivo se sintetizó la 

dronedarona, un derivado de la amiodarona, en la 

cual se reemplaza la estructura 2,5-diiodofenil con 

un grupo fenil sustituto y se incorpora un grupo 

metil sulfonil, lo cual permitió la reducción de la 

toxicidad tiroidea, así como la alta hidrofobicidad de 

la droga parental. La dronedarona también afecta la 

viabilidad de promastigotes y amastigotes 

intracelulares de L. mexicana, al afectar la 

homeostasis del Ca
2+

 intracelular del parásito como 

consecuencia de la liberación de este ion de 

organelos intracelulares, tales como la mitocondria y 

los acidocalcisomas (6). 

Recientemente se reportó que el SQ109 (Figura 1), 

droga que se encuentra actualmente en ensayos 

clínicos en fase III para el tratamiento de la 

tuberculosis resistente a múltiples drogas (8), tiene 

actividad in vitro contra T. cruzi, siendo parte de su 

mecanismo de acción el colapso del potencial 

electroquímico mitocondrial y la alcalinización de 

los acidocalcisomas de epimastigotes de T. cruzi 

(19). Por esta razón nos planteamos estudiar el 

efecto del SQ109 sobre Leishmania mexicana.  

 

 
 

Figura 1: Estructura molecular del SQ109.  
 

Los resultados obtenidos muestran que el SQ109 

tiene un efecto dosis dependiente sobre la 

proliferación de promastigotes de L. mexicana 

(Figura 2), con una concentración mínima inhibitoria 

de 5 µM y un IC50 (calculado luego de 48 del 

tratamiento de los parásitos con SQ109) de 0,35 µM 

(9). Adicionalmente luego de 24 horas del 

tratamiento de promastigotes de L. mexicana con 

SQ109 (5 y 10 µM) los parásitos pierden la 

movilidad y adoptan una forma redondeada.  

Además de afectar la proliferación de promastigotes 

de L. mexicana, el SQ109 disminuye el porcentaje 
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de macrófagos de la línea celular J774 infectados 

 
 

Figura 2: Efecto del SQ109 sobre la proliferación 

de promastigotes de L. mexicana.  
 

con amastigotes de L. mexicana de una forma dosis-

dependiente (curva inferior de la figura 3), 

obteniéndose un efecto máximo inhibitorio a una 

concentración de 1 µM y un IC50 de 11,2 nM (9), el 

cual es inferior al obtenido sobre amastigotes 

intracelulares de T. cruzi (1,2 µM). Adicionalmente, 

no se observó un efecto significativo sobre los 

macrófagos murinos en el rango de concentraciones 

utilizadas en este experimento (curva superior de la 

Figura 3).  

 
 

Figura 3: Efecto del SQ109 sobre macrófagos 

murinos infectados con amastigotes de L. 

mexicana.  
 

Con el objeto de determinar el posible mecanismo 

de acción del SQ109 en estos tripanosomatidios, 

evaluamos el efecto de esta droga sobre la 

homeostasis del Ca
2+

 intracelular. La relación 

340/380 nm es directamente proporcional a la 

concentración de Ca
2+

 intracelular (10). Obtuvimos 

que el SQ109 (10 µM) induce un incremento en la 

concentración de Ca
2+

 intracelular de los parásitos 

tanto en presencia (Figura 4A) como en ausencia de 

Ca
2+

 extracelular (Figura 4B). Aún más, la pendiente 

del incremento en ambos casos es la misma (9). Esto 

indica que este incremento es debido a la liberación 

de este catión de compartimientos intracelulares.  

 

 
 

Figura 4: Efecto del SQ109 sobre la homeostasis 

del Ca
2+

 intracelular de promastigotes de L. 

mexicana tanto en presencia (A) como en 

ausencia de Ca
2+

 extracelular (8 mM EGTA). Se 

representa la relación de fluorescencia (Fluo.) 

340/380 nm (Unidades arbitrarias) en función del 

tiempo en segundos. 

 

Debido a que la mitocondria y los acidocalcisomas 

son algunos de los organelos involucrados en la 

regulación del Ca
2+

 en tripanosomatidios, evaluamos 

el efecto del SQ109 sobre el potencial 

electroquímico mitocondrial y los acidocalcisomas 

de promastigotes de L. mexicana. En la Figura 5A se 

observa que el SQ109 (5 µM) colapsa el potencial 

electroquímico mitocondrial de estos parásitos (9) 

sin observarse un efecto posterior del protonóforo 

FCCP (2 µM).  

 
 

Figura 5: (A) Efecto del SQ109 sobre el potencial 

electroquímico mitocondrial y (B) sobre los 

acidocalcisomas de promastigotes de L. mexicana. 

Se representa la fluorescencia (Unidades 

arbitrarias) en función del tiempo en segundos. 

 

Por otro lado, el SQ109 (10 µM) alcaliniza 

completamente los acidocalcisomas de 

promastigotes de L. mexicana (Figura 5B), pues no 

se observa un efecto posterior de la nigericina, un 

intercambiador K
+
/H

+
 que alcaliniza completamente 

los acidocalcisomas de estos organismos (6). Estos 

resultados indican que parte del incremento en la 

concentración de Ca
2+

 intracelular es con alta 

probabilidad debido a la liberación de este catión de 
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la mitocondria y los acidocalcisomas de 

promastigotes de L. mexicana. 

Todos estos  resultados tomados en conjunto 

demuestran que el SQ109 es una droga con alto 

potencial leishmanicida. 
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El hemoflagelado Leishmania es el causante de la leishmaniasis, la cual dependiendo de la especie infectante, puede generar tres 

patrones clínicos: leishmaniasis cutánea, mucocutánea o visceral. Es una de las enfermedades más  desatendidas en todo el mundo y 

afecta principalmente a los países más pobres. El tratamiento actual para dicha enfermedad se basa en el uso de los antimoniales 

pentavalentes (glucantime y pentostam), así como las drogas de segunda línea. Sin embargo, estas drogas poseen efectos tóxicos para 

los pacientes y algunos parásitos ofrecen resistencia a las mismas. Varios investigadores han orientado sus esfuerzos en estudiar 

nuevas drogas como alternativa para la cura de esta enfermedad, realizando diversos estudios con compuestos de origen natural, con 

el fin de conseguir una acción parasiticida con baja toxicidad en humanos. En este trabajo, nos propusimos estudiar el efecto del 5-

metoxi, 6,7-metilendioxi-flavona (Flavonoide 3), aislado de Iresine diffusa (variedad de Valeriana), sobre Leishmania mexicana. 

Obtuvimos un efecto inhibitorio sobre la proliferación celular y disminución del porcentaje de macrófagos J774-G8 infectados con 

amastigotes de L. mexicana, observando también alteración sobre la concentración intracelular del Ca2+. Los resultados permiten 

sugerir que el compuesto modificado químicamente podría ser la base de un futuro tratamiento en contra de esta enfermedad. 

 

Introducción 

La familia Trypanosomatidae comprende 

diferentes parásitos causantes de importantes 

enfermedades en humanos y otros mamíferos. 

Uno de ellos es Leishmania sp, un protozoario 

hemoflagelado intracelular obligatorio, el cual 

posee dos formas: promastigote y amastigote, 

siendo éste la forma clínicamente relevante. En 

este sentido, según la especie de Leishmania se 

puede producir una infección cutánea, 

mucocutánea o visceral, siendo esta última la que 

presenta mayor mortalidad en humanos. En 

nuestro país, se ha reportado casos para L. 

mexicana (12), la cual es el agente etiológico de la 

forma cutánea (16) y mucocutánea (17). Unas 350 

millones de personas están expuestas al riesgo de 

contraer la enfermedad en 88 países del mundo, 

en su mayoría se trata de personas en situación de 

pobreza en áreas de escasos recursos económicos 

o con mala distribución de sus riquezas (13). 

Los tripanosomatidios poseen una red de 

señalización dependiente del Ca
2+

, que incluye 

mecanismos para el aumento del Ca
2+ 

citosólico, y 

también para regresar esta concentración a su 

nivel basal (5). Este catión juega un papel crucial 

en la regulación de muchos procesos importantes 

para la viabilidad celular. A nivel de la membrana 

plasmática, ha sido reportado que una Ca
2+

-

ATPasa (PMCA) es estimulada por calmodulina 

en T. cruzi, T. brucei y diferentes especies de 

Leishmania (2,3,4). En todos estos parásitos, la 

regulación del Ca
2+

 citoplasmático es realizado 

por tres organelos: el retículo endoplasmático, la 

única mitocondria presente en estos parásitos y el 

acidocalcisoma, un organelo acídico capaz de 

acumular grandes cantidades de Ca
2+

 e 

involucrado en la bioenergética del parásito (5). 

Desde el punto de vista terapéutico, los fármacos 

actualmente recomendados para el tratamiento de 

la leishmaniasis incluye los antimoniales 

pentavalentes estibogluconato de sodio 

(pentostam) y antimoniato de meglumina 

(glucantime), los cuales tienen efectos tóxicos en 

el ser humano sobre riñón, corazón e hígado (14) 

y algunos parásitos ofrecen resistencia a los 

mismos. Además, se encuentran las drogas de 

segunda línea tales como: la anfotericina B, la 

pentamidina y la paramomicina, las cuales, al 

igual que los antimoniales pentavalentes, poseen 

efectos secundarios (19).  En vista de la toxicidad 

de estas drogas utilizadas en la quimioterapia 

contra la leishmaniasis, se ha hecho necesaria 

intensificar la investigación en la búsqueda de 

nuevas drogas como alternativa para la cura de 

esta enfermedad. Así, se han propuesto 

compuestos derivados de plantas, tales como los 

flavonoides, un grupo amplio de compuestos 

polifenólicos que poseen un núcleo básico de 

flavano con dos anillos aromáticos inter-

conectados por un anillo heterocíclico de tres 

átomos de carbono. Estos compuestos se 

encuentran naturalmente en vegetales y frutas, 

siendo componentes importantes de la dieta diaria 

(10). Se han realizado muchos estudios con el fin 

de estudiar la actividad de flavonoides contra los 

protozoarios que afectan más frecuentemente a los 
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seres humanos, tales como Plasmodium, 

Leishmania, Trypanosoma, Entamoeba, Giardia y 

Trichomonas (15). 

Los investigadores Chen y col. en 1993 

encontraron que la licochalcona A, una chalcona 

oxigenada aislada de las raíces de Glycyrrhiza 

glabra, inhibió el crecimiento in vitro de 

promastigotes y amastigotes de L. major y L. 

donovani, encontrando que los amastigotes son 

más susceptibles a este compuesto a una 

concentración de 0,5 μg/mL. Además, reportaron 

que el organelo blanco de estas moléculas parece 

ser la mitocondria del parásito. En un estudio 

enfocado a evaluar la actividad antileishmanial in 

vitro de 20 chalconas aisladas de plantas contra 

promastigotes de L. donovani, L. infantum, L. 

enrietii y L. major, y contra amastigotes de L. 

donovani en macrófagos murinos, la mayoría de 

los compuestos fueron activos contra el parásito 

extracelular con IC50 entre 0,07 y 2,01 μg/mL 

(11). Por otro lado, flavonoides glicósidos 

también han sido reportados con actividad 

antileishmanial in vitro. Los más potentes fueron 

fisetina, 3-hidroxiflavona, luteolina y quercetina 

con valores de IC50 de 0,6; 0,7; 0,8 y 1,0 μg/mL, 

respectivamente; sólo la quercetina inhibió en un 

15,3 % la infección en ratones Balb/c inoculados 

con L. donovani (21). Otros investigadores 

encontraron que este tipo de flavonoides poseen la 

capacidad para estimular mecanismos de defensa 

en células infectadas con Leishmania, ya que 

inducen liberación de TNF (factor de necrosis 

tumoral) e IL-6, esenciales en la proliferación y 

diferenciación de las células inmunocompetentes 

(9). 

Trabajos realizados en nuestro laboratorio han 

demostrado mediante microscopía confocal que la 

amiodarona, un conocido antiarrítmico (18), así 

como la dronedarona, su derivado menos tóxico 

(6), generan un colapso del gradiente 

electroquímico de protones, lo cual eleva los 

niveles de Ca
2+

 citoplasmático por la salida del 

catión desde la mitocondria (1). Asimismo, se ha 

demostrado recientemente en nuestro laboratorio 

(Yeimy Nieves, 2014. Tesis de Grado) que un 

compuesto natural perteneciente al grupo de los 

flavonoides, el hidroxi-3,7,8,3´,4´-

pentametoxiflavona (PMF), produce la disrupción 

de la homeostasis del Ca
2+

 intracelular, producto 

de la liberación de este catión de los 

acidocalcisomas y de la mitocondria.  

Tomando en cuenta estos antecedentes, nos 

propusimos estudiar el efecto antiparasitario de un 

flavonoide aislado por primera vez de Iresine 

diffusa (una planta reconocida en nuestro país 

como valeriana por sus propiedades sedantes (20)) 

por la Dra. Alírica Suárez y sus colaboradores de 

la Facultad de Farmacia, U.C.V. (20), y su posible 

mecanismo de acción sobre promastigotes y 

amastigotes de L. mexicana a través de la 

regulación del Ca
2+ 

intracelular. Dicho flavonoide, 

el 5-metoxi, 6,7-metilendioxi-flavona (Flavonoide 

3) (Fig. 1), presentó una buena efectividad sobre 

la viabilidad celular de promastigotes de estos 

parásitos frente a otros seis flavonoides que 

fueron evaluados en un ensayo de citotoxicidad 

(resultados no mostrados). 

O
O

O

OCH3 O  
Fig. 1. Estructura química del 5-metoxi, 6,7-

metilendioxi-flavona (Flavonoide 3) (20). 

 

En este sentido, estudiamos el efecto del 

compuesto sobre la proliferación de promastigotes 

de L. mexicana, mediante una curva de 

crecimiento. Se observa en la Fig. 2 un efecto 

inhibitorio y dosis-dependiente de la 

concentración del compuesto sobre la 

proliferación celular. Se estimó un IC50 de 12,62 

μM a las 48 horas del crecimiento celular. 

Fig. 2. Efecto del Flavonoide 3 sobre el 

crecimiento de poblaciones de promastigotes de 

L. mexicana. 

 

Además, estudiamos el efecto del Flavonoide 3 

sobre el porcentaje de células de mamífero 

infectadas con amastigotes de L. mexicana (Fig. 

3). Las células huésped utilizadas fueron 

macrófagos murinos de la línea J774-G8, las 

cuales fueron infectadas con promastigotes de L. 

mexicana y tratadas 48 horas con varias 

concentraciones del Flavonoide 3. Los resultados 

demuestran que el compuesto afecta el porcentaje 

de macrófagos infectados de forma dosis-

dependiente, pudiéndose observar también en la 

misma figura que el Flavonoide 3, aún hasta 25 

μM, no afecta significativamente la proliferación 

de los macrófagos no infectados. A las 48 horas 

de exposición, el IC50 obtenido fue de 1,47 µM.  
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Fig. 3. (■) Efecto del Flavonoide 3 sobre 

macrófagos murinos infectados con 

amastigotes de L. mexicana. (●) Efecto del 

Flavonoide 3 sobre macrófagos murinos no 

infectados. 

 

Como se mencionó anteriormente, el Ca
2+

 cumple 

un papel fundamental como señalizador celular, y 

por ende está involucrado en diversas funciones 

celulares en organismos eucariotas, desde 

mamíferos hasta parásitos. Esto conlleva a que la 

regulación intracelular de éste importante catión 

pueda ser considerada como un blanco 

quimioterapéutico (5). En este sentido, 

determinamos los posibles mecanismos de acción 

mediante los cuales el Flavonoide 3 afecta la 

viabilidad de L. mexicana utilizando técnicas de 

fluorescencia, empleando el fluoróforo fura 2. 

Así, logramos obtener el efecto del compuesto 

sobre la [Ca
2+

]i de promastigotes de L. mexicana 

(resultados no mostrados), donde el incremento en 

la [Ca
2+

]i se produce en presencia y en ausencia 

de Ca
2+

 extracelular, lo cual indica que este 

incremento se debe a su liberación de organelos 

intracelulares y no a una entrada de Ca
2+

 

proveniente del exterior celular. Asimismo, 

demostramos que dicha liberación intracelular de 

Ca
2+

 se produce desde organelos tales como la 

mitocondria y los acidocalcisomas, este último 

con altos niveles de pirofosfatos y polifosfatos. El 

Flavonoide 3 alcaliniza casi totalmente a estos 

organelos acídicos a una concentración de 50 µM 

(Fig. 4B) ya que es seguido por un pequeño 

incremento en la fluorescencia inducido por la 

nigericina a 2 µM, un ionóforo que cataliza el 

intercambio electroneutro de K
+
/H

+ 
y conocido 

por su capacidad de alcalinizar los 

acidocalcisomas de estos parásitos (22). El 

aumento de la fluorescencia que se produce al 

añadir el compuesto es debido a liberación del 

fluoróforo naranja de acridina, el cual se acumula 

en compartimientos acídicos (8). 

Simultáneamente, el compuesto a 20 µM colapsa 

por completo el potencial electroquímico 

mitocondrial (Fig. 4A) debido a que la adición del 

protonóforo y desacoplador de la fosforilación 

oxidativa, el FCCP a 2 µM, no genera un aumento 

significativo en la fluorescencia. El aumento en la 

fluorescencia producido por el compuesto es 

producto de la liberación del fluoróforo rodamina 

123 acumulado en la mitocondria en función del 

gradiente electroquímico mitocondrial (6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4. (A) Efecto del Flavonoide 3 a 20 µM 

sobre el potencial electroquímico mitocondrial 

y (B) a 50 µM sobre la alcalinización de los 

acidocalcisomas de promastigotes de L. 

mexicana. *U.A: Unidades Arbitrarias. 

 

Tomando en cuenta estos resultados, podríamos 

concluir que el Flavonoide 3 es un compuesto 

potencialmente ventajoso, ya que el IC50 sobre 

amastigotes resultó ser relativamente bajo, además 

de ser poco tóxico para la célula huésped. No 

obstante, en vista de la existencia de varias drogas  

sintéticas con un mayor potencial antiparasitario, 

cabe destacar que el compuesto objeto de este 

estudio es totalmente natural y su efecto 

antileishmanial podría ser potenciado en un futuro 

modificando químicamente su estructura. 

Además, podría ser utilizado en conjunto con otro 

compuesto con propiedades leishmanicidas 

conocidas, a fin de producir un efecto sinergístico. 

 

Agradecimientos 

Este trabajo contó con el apoyo del Fondo 

Nacional de Ciencias, Tecnología e Innovación, 

Venezuela (FONACIT) (Proyecto 2011000884), y 

el Consejo de Desarrollo Científico y 

Humanístico-Universidad Central de Venezuela 

(CDCH-UCV) (Proyecto PG-03-8728-2013-1). 

 

Referencias 

1. Benaim, G., Bermudez, R. y Urbina, J.A. 

(1990). Ca
2+

 Transport in Isolated 

Mitochondrial Vesicles from Leishmania 

braziliensis Promastigotes. Mol. Biochem. 

Parasitol. 38: 61-68. 

IC50 = 1,47 µM 



20 

 

2. Benaim, G. y Romero, P. (1990). A Calcium 

Pump in Plasma Membrane Vesicles from 

Leishmania braziliensis. Biochim. Biophys. 

Acta. 1027: 79-84. 

3. Benaim, G., Losada, S., Gadelha, F. R. y 

Docampo, R. (1991). A Calmodulin-

Activated (Ca
2+

-Mg
2+

)-ATPase is Involved in 

Ca
2+

 Transport by Plasma Membrane 

Vesicles from Trypanosoma cruzi. Biochem. 

J. 280: 715-720.  

4. Benaim, G., Lopez-Estraño, C., Docampo, 

R. y Moreno, S.N.J. (1993). A calmodulin-

stimulated Ca
2+

 pump in plasmamembrane 

vesicles from T. brucei; selective inhibition 

by pentamidine. Biochem. J. 296: 759-763.  

5. Benaim, G., Garcia, C. (2011). Targeting 

calcium homeostasis as the therapy of 

Chagas’ disease and leishmaniasis. Trop. 

Biomed. 28: 471-481.  

6. Benaim, G., Casanova, P., Hernandez-

Rodriguez, V., Mujica-González, S., Parra-

Gimenez, N., Plaza-Rojas, L., Concepción, 

JL., Liu, Y.L., Oldfield, E., Paniz-

Mondolfi, A. y Suarez, A.l. (2014). 

Dronedarone an amiodarone analog with 

improved anti-Leishmania mexicana efficacy. 

2014. Antimicrob. Agents Chemother. 58: 

2295-2303. 

7. Chen, M., Christensen, S.B., Blom, J., 

Lemmich, E., Nadelmann, L., Fich, K., 

Theander, T.G. y Kharazmi, A. (1993). 

Licochalcone A, a novel antiparasitic agent 

with activity against human pathogenic 

protozoan species of Leishmania. 

Antimicrob. Agents Chemother. 37: 2550-

2556.  

8. Docampo, R., Scott, D., Vercesi, E. y 

Moreno, S. (1995). Intracellular Ca
2+

 storage 

in acidocalcisomes of Trypanosoma cruzi. 

Biochem. J. 310: 1005-1012. 

9. Ercil, D., Kaloga, M., Radtke, O.A., Sakar, 

M.K., Kiderlen, A.F. y Kolodziej, H. 
(2005). O-galloyl flavonoids from Geranium 

pyrenaicum and their in vitro antileishmanial 

activity. Turk. J. Chem. 29: 437-443.  

10. Harborne, J. y Williams, C. (2000). 

Advances in flavonoids research since 1992. 

Phytochem. 55: 481-504.  

11. Kayser, O. y Kiderlen A.F. (2001). In vitro 

leishmanicidal activity of naturally occurring 

chalcones. Phytother. Res. 15: 148-152.  

12. Nuñez, J., Bompart, D., Charris, J., 

Camacho, J., Rodríguez, D., Rodríguez, T.,  

Visbal, G., Álvarez, Á., García, Y. y 

Serrano, X. (2012). Efectos deletéreos del 

JC25 sobre la bioenergética celular y la 

biosíntesis de esteroles de Leishmania 

braziliensis. Revista Facultad de Farmacia. 

75(2): 50-58. 

13. OMS. (2007). 60ª Asamblea Mundial de la 

Salud. Control de la leishmaniasis. Informe 

de la Secretaria; Resolución N° A60/10; 

Ginebra, Suiza.  

14. Pandey, S., Suryawanshi, S., Gupta, S. y 

Srivastava, L. (2005). Chemotherapy of 

leishmaniasis. Part II. Synthesis and 

bioevaluation of substituted 

arylketenedithioacetals as antileishmanial 

agents. Eur. J. Med. Chem. 40: 751-756.  

15. Ramírez, M., Mendoza, J., Arreola, R. y 

Ordaz, C. (2010). Flavonoides con actividad 

antiprotozoaria. Rev. Mex. Cienc. Farm. 41: 

6-21. 

16. Romero, R. (2007). Microbiología y 

Parasitología Humana. Bases etiológicas de 

las enfermedades infecciosas y parasitarias. 

Editorial médica panamericana. México. 

17. Salazar, M. y Castro, E. (2001). 

Leishmaniasis cutánea, mucocutánea y 

cutánea difusa. Dermatología peruana. 

11(1): 21-25.  

18. Serrano, X., García, Y., Fernández, A., 

Rodríguez, N., Rojas, H., Visbal, G. y 

Benaim, G. (2009). Amiodarone Destabilizes 

Intracellular Ca
2+

 Homeostasis and 

Biosynthesis of Sterols in Leishmania   

mexicana. Antimicrob. Agents Chemoter. 

53: 1403-1410.  

19. Singh, S. y Sivakumar, R. (2004). 

Challenges and new discoveries in the 

treatment of leishmaniasis. J. Infect. 

Chemother. 10: 307-315. 

20. Suárez, A., Ramírez, C., Palacios, R., 

Rojas, K., DelleMonache, F. y Tillet, S. 
(2016). Flavonoides de Iresine diffusa. 

Revista de la Facultad de Farmacia. 79.  

21. Tasdemir D., Kaiser, M., Brun, R., 

Yardley, V., Schmidt, T., Tosun, F. y Ruedi 

P. (2006). Antitrypanosomal and 

antileishmanial activities of flavonoids and 

their analogues: in vitro, in vivo, structure-

activity relationship, and quantitative 

structure-activity relationship studies. 

Antimicrob. Agents Chemother. 50: 1352-

1364.  

22. Vercesi, A., Rodríguez, C., Catisti, R. y 

Docampo, R. (2000). Presence of a Na
+
/K

+
 

exchanger in acidocalcisomes of Leishmania 

donovani and their alkalization by 

antileishmanial drugs. FEBS Lett. 473: 203-

206. 



21 

 

Memorias del Instituto de Biología Experimental  vol. 8: 21-24  (2016)                                                    Ediciones IBE 
 

Posible mecanismo de acción de segundos mensajeros lipídicos 

sobre la Ca
2+

-ATPasa de eritrocitos humanos  

 
VINCENZA CERVINO

1
, MARÍA CAROLINA PÉREZ-GORDONEZ

1
 Y GUSTAVO BENAIM

1, 2

1
Laboratorio de Biofísica. Centro de Biología Celular. Instituto de Biología Experimental, Facultad 

de Ciencias, Universidad Central de Venezuela. Calle Suapure, Colinas de Bello Monte y 
2
 Instituto 

de Estudios Avanzados (IDEA). Caracas – Venezuela. Correo-e: vincenza.cervino@ciens.ucv.ve. 
 

La Ca2+-ATPasa de membrana plasmática (PMCA) juega un papel clave en la regulación del Ca2+ intracelular. Esta 

enzima es regulada por Calmodulina (CaM), fosfolípidos acídicos  y etanol. El efecto del etanol es aditivo con la CaM. 

Utilizando formas truncadas en la región C-terminal de la PMCA expresadas en células Sf9, pudimos establecer una 

región con una extensión de 46 aa, cerca del dominio de unión de la CaM, donde interactúa el etanol. Importantes 

segundos mensajeros de origen lipídico, los cuales presentan en su estructura un grupo hidroxilo libre, como el 

diacilglicerol y la ceramida, estimulan la PMCA  incrementando la Vmax y la afinidad de la enzima por Ca2+. El efecto 

estimulatorio del DAG y la ceramida permanece aún cuando la enzima ha perdido el dominio de unión de CaM y de 

etanol, indicando así que el DAG y la ceramida están interactuando con la enzima en una región diferente al sitio de 

interacción de la CaM y del etanol. Estudios sobre la enzima purificada demostraron que estos moduladores interactúan 

con la PMCA en una región localizada en uno de los dominios citoplasmáticos,  entre los aminoácidos 296 y 349, donde 

ha sido reportado que esta enzima es estimulada por fosfolípidos acídicos. 

 

 

Introducción 

 
El Ca

2+
 ha sido ampliamente reconocido como un 

segundo mensajero intracelular responsable de la 

regulación de un gran número de funciones celulares 

(4). La concentración intracelular de Ca
2+

 en las 

células eucariotas se encuentra alrededor de los 100 

nM, muy por debajo de la encontrada en el medio 

extracelular. La Ca
2+

-ATPasa de membrana 

plasmática (PMCA) ha sido reconocida como una 

enzima fundamental en la regulación de las 

concentraciones de Ca
2+

 citoplasmáticas basales, 

esenciales para su papel como segundo mensajero 

(2,13,17).  

La PMCA es un miembro de la familia de ATPasas 

del tipo P  reportada en todas las células eucariotas 

estudiadas (5). Esta enzima es altamente regulada, 

siendo estimulada por calmodulina (CaM) (10,12), 

fosfolípidos acídicos y ácidos grasos polinsaturados 

(14), fosforilación por proteínas quinasa dependientes 

de AMPc (11) y proteína quinasa C (PKC) (19). Esta 

enzima es estimulada también por proteólisis 

controlada, solventes orgánicos, autoagregación (13) 

y por etanol (1,6).  

El etanol estimula la Ca
2+

-ATPasa a niveles 

superiores a la estimulación inducida por los otros 

moduladores mencionados y su efecto es isoforma 

específica (6) y aditivo al efecto de la CaM, lo cual 

indica que ambos efectores estimulan a la enzima a 

través de mecanismos diferentes. Dado a que el etanol 

no es un efector fisiológico, se buscaron otros 

compuestos fisiológicos capaces de inducir efectos 

similares sobre la PMCA. En este sentido, se estudió 

el efecto de lípidos anfifílicos los cuales, al igual que 

el etanol, poseían en su estructura grupos hidroxilos 

libres, como son algunos esfingolípidos como la 

ceramida y esfingosina. Ambos compuestos, 

segundos mensajeros que actúan en muchos sistemas 

en combinación con el Ca
2+

 regulando la 

concentración intracelular de este catión (7,8). La 

ceramida es un esfingolípido señal que induce 

apoptosis en muchas líneas celulares de cáncer y 

regula otros procesos enzimáticos estimulando la 

PMCA de eritrocitos humanos   y de células renales. 

La ceramida incrementa tanto la afinidad por Ca
2+

 

como la Vmax de la PMCA (7). Por otra parte, la 

esfingosina, la cual ha sido reportado que actúa como 

señal en muchos sistemas celulares de manera 

antagónica a la ceramida, tiene un efecto inhibitorio 

de la actividad de la PMCA (7). 

El diacilglicerol (DAG) también es un segundo 

mensajero de gran importancia en las células, este 

compuesto se conoce que regula a la PMCA de una 

manera indirecta. El DAG se produce a partir de la 

hidrólisis del fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP2) por 

acción de una fosfolipasa C (PLC). Un producto, el 

inositol trifosfato (IP3), difunde al citosol y estimula 

la liberación de Ca
2+

 desde el retículo endoplasmático, 

el Ca
2+

 activa a la PKC anclada a la membrana, quien 

fosforila a la PMCA estimulándola (19). El efecto de 

la PKC y la CaM sobre la actividad de la PMCA no es 

aditivo. El DAG, al igual que la ceramida también 

posee en su estructura un grupo hidroxilo libre, 

estudios sobre la PMCA purificada demostraron que 
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este compuesto puede incrementar la actividad de esta 

enzima de manera directa y aditiva con la 

estimulación inducida por la PKC (16). 

Si bien es evidente que el DAG, la ceramida y la 

esfingosina, todos segundos mensajeros de gran 

importancia dentro de las células, tienen efectos 

estimulatorios importantes sobre la actividad de la 

PMCA (7,8,16) no se conocen como actúan sobre la 

misma, por lo que profundizar en los posibles 

mecanismos de estimulación de estos compuestos 

sobre la enzima es uno de los objetivos de mayor 

importancia de nuestra línea de Investigación, siendo 

así de nuestro interés localizar posibles regiones en la 

estructura de la PMCA donde pudieran estar 

ejerciendo su efecto el etanol, el diacilglicerol, la 

ceramida y la esfingosina. 

 

Mecanismo de acción del Etanol sobre la PMCA 

 

El etanol tiene un efecto estimulatorio sobre la Ca
2+

-

ATPasa purificada de eritrocitos humanos y sobre el 

transporte de Ca
2+

 en vesículas invertidas (IOVs) de 

eritrocitos humanos. El etanol incrementa la afinidad 

de la enzima por el Ca
2+

 y su Vmax a más del doble 

con respecto a la actividad basal. El efecto 

estimulatorio del etanol y de la CaM son aditivos y  el 

efecto del etanol se mantiene aún cuando el sitio de 

estimulación por CaM en la enzima ha sido removido 

mediante proteólisis controlada, lo cual indica que la 

región y el mecanismo de estimulación del etanol es 

diferente al de la CaM  (1). 

Estudios donde se  expresaron en células Sf9,  

mediante un sistema de expresión por Baculovirus, 

diferentes formas de la PMCA truncadas en la región 

C-terminal, una carente de 44 aa (PMCA44), una 

carente de 118 aa (PMCA118)  y otra carente de 

139 aa (PMCA139), demostraron que la forma 

carente de 44aa es estimulada por el etanol, mientras 

que las formas carentes de 118 y139 aa perdían dicho 

efecto estimulatorio, estableciéndose así una región 

con una extensión de 74 aminoácidos localizada en el 

dominio C-terminal de la Ca
2+

-ATPasa, donde 

interactúa el etanol (6,15) (Fig. 1). 

Esta región de 74 aa está enriquecida en aminoácidos 

polares y su carácter hidrofóbico, determinado 

mediante el uso de la escala de hidrofobicidad de 

Kyte-Doolittle, muestra que se encuentra expuesto 

hacia el citosol, contando con todas las características 

que permiten corroborar su posible participación en la 

interacción del etanol con la enzima. En esta región 

de 74 aminoácidos está incluida además la región 

responsable de la unión y estimulación  por CaM, la 

cual comprende 28 aa bien caracterizados, 

conociéndose su participación en el mecanismo de 

acción de la CaM sobre la Ca
2+

-ATPasa (18). Dado a 

que el efecto estimulatorio del etanol y la CaM sobre 

la enzima son aditivos y por lo tanto sus sitios de 

interacción y mecanismos de acción son diferentes, al 

restar de la región de 74 aa C-terminales, los 28 

aminoácidos donde ejerce su efecto la CaM, quedaría 

una región de 46 aminoácidos  donde estaría  

interactuando y ejerciendo su efecto el EtOH con la 

enzima. Para continuar estos estudios se expresarán 

nuevas formas truncadas de la PMCA en esta región 

de 46 aminoácidos y mediante manipulaciones 

genéticas intentaremos identificar el o los 

aminoácidos de esta región involucrados en dicha 

interacción, ahondando así en el mecanismo de acción 

de este alcohol sobre la PMCA. 

Fig. 1: Esquema de la PMCA donde se indican los sitios de 

corte de las diferentes formas truncadas utilizadas. 

 
Mecanismos de acción del Diacilglicerol y la 

Ceramida sobre la PMCA. 

 

El efecto estimulatorio de fosfolípidos ácidicos como 

la fostatidilserina (PS) y fosfadidilinositol (PI) así 

como por ácidos grasos polinsaturados de cadena 

larga como el ácido oleico y araquidónico sobre la 

PMCA ha sido caracterizado (14), reportándose dos 

dominios en la enzima donde estos fosfolípidos 

interactúan, uno de ellos compartido con el sitio de 

unión de la CaM y el otro es un dominio proteico 

separado, rico en lisina y localizado en el dominio 

citoplasmático ubicado entre los dominios 

transmembrana 2 y 3, en la región comprendida entre 

los aa 296 y 349 de la enzima (3,9,20). Sin embargo, 

el mecanismo de acción de estos compuestos no está 

del todo definido y debe ser estudiado con mayor 

profundidad.   

El Diacilglicerol y la Ceramida estimulan 

directamente la PMCA, aumentando su velocidad 

máxima y la afinidad por Ca
2+

, observándose además 

una aditividad del efecto del DAG y la Ceramida con 

CaM y etanol. Estos estudios demostraron la 

importancia del DAG y la Ceramida, importantes 

segundos mensajeros en las células, como 

moduladores fisiológicos de la Ca
2+

-ATPasa de 

membrana plasmática. Sin embargo, se desconoce 
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donde ejercen su efecto y por lo tanto,  cuáles son sus 

mecanismos de acción sobre la enzima.  

 

El hecho que el DAG y la Ceramida mostraron tener 

un efecto estimulatorio sobre la PMCA aditivo con el 

efecto estimulatorio inducido por el EtOH, sugirió 

que el mecanismo de acción de estos compuestos 

debería ser diferente. Utilizando las mismas formas 

truncadas en la región C-terminal de la PMCA, donde 

se determinó el sitio de interacción del EtOH con la 

enzima, se pudo demostrar que tanto el  DAG como 

la Ceramida, eran capaces de estimular tanto a la 

isoforma nativa de la PMCA como a todas las formas 

truncadas, incluso aquellas que perdían el dominio de 

unión de CaM (T118 y T139) (Fig. 2 y 3) y de EtOH 

(resultados no mostrados), sugiriéndose de manera 

evidente que la región C-terminal de la PMCA donde 

interactúan y ejercen su efecto la CaM y el EtOH no 

están involucrados en la interacción del DAG y de la 

Ceramida con la enzima.  

Fig. 2. Actividad de la isoforma nativa (Sil) y formas 

truncadas (T44, T118 y T139) de la PMCA, expresadas en 
células COS-7, en ausencia y presencia de DAG 20 µg/ml. 

 

Fig. 3. Actividad de la isoforma nativa (Sil) y formas 

truncadas (T44, T118 y T139) de la PMCA, expresadas en 
células COS-7, en ausencia y presencia de Cer 10 µM. 

 

Dado a que estos moduladores no parecen ejercer su 

efecto en la región C-terminal de la PMCA, se 

planteó una posible interacción de los mismos con el 

sitio de interacción de los fosfolípidos acídicos 

localizado en el dominio citoplasmático ubicado entre 

los dominios transmembrana 2 y 3, en la región 

comprendida entre los aa 296 y 349 de la enzima (3, 

20). Estudios realizados sobre la Ca
2+

-ATPasa 

purificada de eritrocitos humanos donde se determinó 

el efecto del DAG y la Ceramida en ausencia y 

presencia de un fosfolípido acídico como la 

fosfatidilserina (PS), demostraron que no hay 

aditividad entre los efectos de PS-DAG, PS-

Ceramida, DAG-Ceramida y DAG-PS-Ceramida, 

sugiriéndose por lo tanto que los tres moduladores 

lipídicos posiblemente interactúan con la enzima en el 

mismo dominio y mediante un mecanismo de acción 

similar (Fig. 4).  

 

Fig. 4. Estimulación de la PMCA purificada de eritrocitos 

humanos por Diacilglicerol, Ceramida y Fosfatidilserina 

Actividad Ca2+-ATPasa purificada en un medio con 10 µM 

Ca2+ en presencia y ausencia de DAG 20 µg/ml, Ceramida 10 

µM, Fosfatidilserina 20 µg/ml, CaM 5 µg/ml y 
combinaciones de los moduladores mencionados.  

 

Los estudios realizados mostraron que el DAG y la 

Ceramida estarían ejerciendo su efecto al interactuar 

en la región comprendida entre los aminoácidos 296 y 

349 de la PMCA. Quedan por realizar estudios de 

manipulaciones genéticas de la enzima en esta región 

de 53 aa, los cuales nos permitirán profundizar en el 

posible mecanismo de acción del DAG y la Ceramida 

sobre la PMCA. 
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La familia tripanosomatidae comprende organismos causantes de enfermedades tropicales que afectan a humanos y 

animales, como la tripanosomosis equina causada por Trypanosoma evansi. La identificación y caracterización de 

proteínas del parásito como blancos terapéuticos es la línea actual del desarrollo de nuevos tratamientos para estas 

enfermedades. Algunas drogas, alteran la homeóstasis de Ca2+ afectando la viabilidad del parásito. Una enzima clave en 

este proceso es la Ca2+-ATPasa de membrana plasmática (PMCA), la cual comparte características funcionales y 

regulatorias con la PMCA de humanos, pero molecularmente carece del dominio típico de unión de Calmodulina (CaM). 

En T. evansi pudimos identificar una PMCA inhibida por Vanadato y estimulada por CaM, la cual fue marcada con CaM 

biotinilada y purificada mediante una columna de CaM-sefarosa, mostrando interacción directa con la CaM. El gen de la 

PMCA fue identificado, mostrando una alta homología con las PMCAs de tripanosomatidios. El análisis de esta 

secuencia predijo dos dominios no clásicos de unión a CaM en la misma región C-terminal donde interactúa la CaM con 

la PMCA de humanos. Estas diferencias estructurales podrían ser consideradas para el estudio de esta enzima como 

blanco para el desarrollo de nuevas drogas para combatir infecciones causadas por estos parásitos. 

 

 

Introducción 

 
La familia Tripanosomatidae comprende a los 

Trypanosomas, parásitos protozoarios que afectan un 

amplio rango de organismos, incluyendo animales y  

humanos. En Latinoamérica, la Tripanosomosis 

animal es causada principalmente por las especies de 

hemoparásitos Trypanosoma evansi y Trypanosoma 

vivax, los cuales pueden ser trasmitidos de forma 

mecánica por insectos hematófagos pertenecientes a 

los géneros Tabanidae y Somoxydae (7,10). En 

Venezuela,  T. evansi afecta primordialmente a los 

caballos, causando una enfermedad conocida como 

“Derrengadera”. La Tripanosomosis animal produce 

signos clínicos  como fiebre, anemia, pérdida de peso, 

susceptibilidad a abortos y lesiones en varios órganos, 

llegando a provocar la muerte del animal (7,17), 

afectando el desarrollo de actividades relacionadas 

con la producción agropecuaria en Venezuela.  

La identificación y caracterización de proteínas en el 

parásito como blancos quimioterapéuticos  representa 

la línea actual del desarrollo de nuevos tratamientos 

contra estas enfermedades parasitarias. Algunas 

drogas utilizadas en tratamientos experimentales 

ejercen su acción a través de la disrupción de la 

homeostasis de Ca
2+

, la cual usualmente resulta en 

muerte celular por apoptosis o necrosis (1). 

En los Tripanosomatidios, el mantenimiento de la 

homeostasis intracelular de Ca
2+

 es esencial para 

garantizar su supervivencia, regulando numerosas 

funciones que dependen de este catión como: 

despolimerización de microtúbulos, movimiento 

flagelar, liberación de glicoproteínas de superficie 

asociada a la apertura de canales iónicos de la 

membrana (16),  diferenciación celular, muerte 

celular programada o apoptosis (8) y en el proceso de 

interacción e invasión celular (13). También se ha 

demostrado que la alteración en la homeostasis del 

Ca
2+

 presenta como consecuencia el desarrollo de 

formas anormales en los parásitos junto con una 

inhibición en su crecimiento (15), indicando así  la 

importancia que representa la homeostasis del Ca
2+

 en 

estos organismos. 

 

Homeostasis de Ca
2+

 en los tripanosomatidios 

 

La homeostasis de Ca
2+

 en los tripanosomatidios al 

igual que en mamíferos es mantenida gracias a la 

acción combinada de distintos sistemas transportadores 

como son: 1) un uniporte electroforético de Ca
2+

 en el 

mitocondrión, 2) una Ca
2+

-ATPasa de retículo 
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endoplasmático (SERCA)
 
y 3) una Ca

2+
-ATPasa de 

membrana plasmática (PMCA), siendo esta última la 

enzima clave en mantener los niveles intracelulares 

basales de Ca
2+

 en estos parásitos (1,11). También ha 

sido demostrada la existencia de reservorios 

intracelulares de Ca
2+

 diferentes del retículo y la 

mitocondria como son los acidocalcisomas, los cuales 

también podrían jugar algún papel en la regulación del 

Ca
2+

 intracelular en estos parásitos. Todos estos 

mecanismos actúan en conjunto manteniendo los 

niveles intracelulares de Ca
2+

 en el rango nM, 

garantizando así la función de éste como segundo 

mensajero. 

 

La Calmodulina (CaM)  en los tripanosomatidios 

 

La señal del Ca
2+

 es traducida mediante su asociación 

directa o indirecta con proteínas que actúan en 

diferentes procesos celulares, como es el caso de la 

CaM, una proteína ubicua que actúa como sensor de 

las concentraciones de Ca
2+

 en las células. La CaM 

modula la actividad de diversas proteínas blanco 

asociadas al proceso de homeostasis del Ca
2+

 como es 

el caso de la PMCA. Esta proteína une con alta 

afinidad hasta cuatro Ca
2+

, la unión del Ca
2+

 genera 

un cambio conformacional en su estructura, 

exponiendo dominios hidrofóbicos que permiten su 

interacción con diferentes proteínas blanco (20). 

Adicionalmente, la CaM puede ser fosforilada por 

proteínas quinasas, provocándose así cambios en su 

afinidad por las distintas proteínas con las cuales 

interactúa, ampliando aún más su variedad de blancos 

en la célula (6).  

Las proteínas con las cuales interactúa la  CaM 

pueden presentar motivos en su estructura primaria 

caracterizados por patrones de residuos hidrofóbicos, 

una carga neta positiva y una estructura α-hélice 

formada por aproximadamente 20 aminoácidos (12). 

Los sitios de unión clásicos a CaM pueden ser 

agrupados en 2 clases designadas como motivos 1-5-

8-14/1-8-14 y 1-5-10, basados en la posición de sus 

residuos hidrofóbicos conservados. Los lóbulos de  la 

CaM se anclarán a estas secuencias flanqueadas por 

residuos hidrofóbicos, bien sean 1-14 o 1-10, 

ejerciendo su efecto modulador (19). Recientemente, 

se han descrito dos nuevos motivos no clásicos de 

unión a CaM, que conserva las características 

anteriormente mencionadas pero con la particularidad 

de exhibir un patrón 1-18, con aminoácidos 

conservados tanto hidrofóbicos como hidrofílicos 

necesarios para el anclaje de la CaM (14). 

 

La PMCA en los tripanosomatidios y su estimulación 

por CaM 

Se ha demostrado la existencia de una PMCA  con alta 

afinidad por Ca
2+

, dependiente de Mg
2+

 y estimulable 

por CaM en la membrana plasmática de L. braziliensis 

(5), T.cruzi (3), L.  mexicana (2) y  T. brucei (4). En 

estos tripanosomatidios al igual que en células de 

eucariotas superiores, esta enzima expulsa el Ca
2+

 al 

medio extracelular y es clasificada como una ATPasa 

tipo P, pues forma un intermediario fosforilado de 

alta energía durante su ciclo catalítico y es inhibida 

por vanadato. Estructuralmente esta enzima presenta 

10 dominios transmembrana y dos grandes dominios 

citoplasmáticos donde se encuentra el sitio activo de 

la enzima así como un extenso dominio C-terminal 

donde se encuentran la mayoría de los sitios de 

regulación de la PMCA (11), entre ellos el sitio de 

unión y estimulación por CaM. En células de 

eucariotas superiores este dominio está bien definido 

y corresponde a una región de 9 KDa localizada en el 

extremo C-terminal de la enzima, la cual en ausencia 

de CaM interactúa con dos regiones localizadas en los 

dominios citoplasmáticos de la enzima, dificultando 

el acceso de los sustratos a su sitio activo. En 

presencia de CaM, este dominio pierde su interacción 

con dichos dominios liberando a la bomba del efecto 

de auto inhibición (9). En los tripanosomatidios el 

fenómeno de la modulación por CaM ha sido un tema 

controversial. Diversos estudios aportan evidencias 

bioquímicas y fisiológicas de la estimulación de la 

PMCA por CaM en diferentes tripanosomátidos. 

Incluso en algunos de ellos,  al igual que con la 

PMCA de humanos, esta enzima ha sido purificada 

empleando una cromatografía de afinidad mediante 

una columna de CaM-sefarosa  demostrando así su 

interacción directa con la CaM. Sin embargo, a nivel 

molecular se ha descrito la ausencia de secuencias 

con un motivo clásico de unión a CaM en la región C 

terminal de la PMCA de T. brucei y T. cruzi. (15), 

indicándose la posible existencia de otra secuencia de 

unión a CaM no identificada en la enzima que indica 

la posibilidad de una forma de regulación de la 

bomba diferente a la estudiada en eucariotas 

superiores (15), siendo necesario profundizar en el 

mecanismo de acción de la CaM sobre la PMCA en 

estos parásitos ya que estas diferencias estructurales 

entre la PMCA de tripanosomatidios y humano 

podrían ser consideradas para el estudio de esta 

enzima como posible blanco terapéutico. 

 

Caracterización bioquímica, inmunológica y 

molecular de la PMCA de Trypanosoma evansi. 

 

Una PMCA en T. evansi (TePMCA) pudo ser 

identificada y caracterizada utilizando una fracción 

altamente enriquecida en la membrana plasmática 
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aislada de este parásito (Fig. 1).  Como puede ser 

observado en la gráfica mostrada en la Fig. 1, la 

afinidad de esta enzima por Ca
2+

 es saturada a 

concentraciones micromolares de Ca
2+

, alcanzando 

una Vmax de 8,2  0,72 nmoles de Pi/mg x min y un 

Km aparente para Ca
2+

  de 0,35 + 0,03 μM 

correspondiente a la actividad basal de la enzima 

(18).  

Fig. 1: Actividad de la PMCA de Trypanosoma evansi y su 

estimulación por CaM. () Actividad basal;  () Actividad   en 

presencia de 8 µg/ml  de CaM de bovino y ()  actividad  en 
presencia de  8 µg/ml de CaM de T. cruzi. 

 

La TePMCA resultó ser estimulada por CaM aislada 

de cerebro bovino alcanzando una Vmax de 13,24 ± 

0,61 nmol Pi/mg x min, aproximadamente un 60% de 

estimulación con respecto a la actividad basal. 

Interesantemente, la CaM de T. cruzi estimuló a la 

enzima a un mayor nivel que la estimulación obtenida 

con la CaM de mamíferos, alcanzando una Vmax de 

15,47 ± 0,59 nmol Pi/mg x min, aproximadamente un 

90% de estimulación con respecto al control.  

Profundizando en la caracterización de la PMCA 

identificada, se pudo demostrar que la misma es una 

ATPasa tipo P, ya que fue inhibida por Vanadato (20 

µM). Asimismo, la estimulación por CaM fue 

inhibida utilizando un antagonista de  CaM como el 

Calmidazolium (CMZ) (Fig. 2). 

 

Estudios Inmunológicos de esta enzima mostraron 

una reacción cruzada de un anticuerpo policlonal 

generado a partir de la PMCA de eritrocitos humanos 

y un anticuerpo comercial 5F10 dirigido contra esta 

proteína mostrando una banda de aproximadamente  

120 kDa.  Asimismo,  el anticuerpo 5F10 fue capaz 

de inmunoprecipitar el antígeno correspondiente, 

corroborándose que su peso molecular es de 120 

KDa. La TePMCa fue marcada con CaM biotinilada 

en presencia de Ca
2+

 y purificada mediante una 

columna de CaM-sefarosa, demostrando así la 

interacción directa de la CaM con esta enzima.    

Fig. 2: Efecto de diferentes moduladores sobre la PMCA de 
Trypanosoma evansi. (A) Actividad basal; (B) CaM  T. cruzi (8 

µg/ml) (C) CaM Bovino (8 µg/ml);  (D)  CMZ  (10  μM);  (E)  

CMZ  (10  μM)  +  CaM T.  cruzi (8 µg/ml);  (F) Oligomicina 
(1 μg/ml) y (G) Vanadato (20 μM). 

  

Desde el punto de vista molecular, mediante PCR 

utilizando oligos diseñados a partir de la secuencia 

reportada de la PMCA de T. brucei, pudimos obtener 

una secuencia de 3543 pb correspondiendo al posible 

gen de la PMCA. Este gen codifica para una proteína 

de 1080 aa, con un peso molecular estimado de 118,9 

KDa y presenta un 99% de homología con la PMCA 

de T. brucei y 31% con la PMCA4b de humanos. 

Sólo 3 aa varían entre la secuencia de la TePMCA y 

la misma enzima de T. brucei, siendo estas 

sustituciones localizadas en dominios no funcionales 

de la proteína (18).  

 

Por otra parte, a pesar de la baja homología de la 

TePMCA con la PMCA4b de humanos, los 

dominios funcionales en ambas proteínas se 

encuentran altamente conservados. Una diferencia 

importante en la secuencia de la TePMCA con 

respecto a la enzima análoga de eucariotas 

superiores es que tiene un extremo C-terminal más 

corto y carente de los dominios clásico de unión de 

CaM reportados en células de eucariotas superiores. 

Sin embargo, en esta región C-terminal se 

encuentran dos posibles sitios no clásicos de unión a 

CaM, donde podrían estar interactuando este 

modulador proteico. Estas diferencias estructurales 

son prometedoras ya que podrían ser consideradas 

para el estudio de esta enzima como posible blanco 

para el desarrollo de nuevas drogas con miras a 

combatir las infecciones causadas por estos 

parásitos. 
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La enfermedad de Chagas, es una afección parasitaria, sistémica y crónica cuyo agente causal, es el Trypanosoma cruzi. 

Las únicas drogas comerciales disponibles para su tratamiento son el benznidazol y el nifurtimox, quienes presentan 

efectos tóxicos colaterales, una eficiencia limitada en pacientes crónicos y resistencia. Actualmente, se ha dirigido la 

búsqueda hacia posibles nuevas drogas, basadas en derivados de productos naturales minimizando los efectos secundarios 

en el paciente. Distintas drogas afectan la viabilidad del parásito al actuar sobre sistemas encargados de mantener su 

homeóstasis de Ca2+. Drogas como la pentamidina y el cristal violeta afectan la Ca2+-ATPasa de membrana plasmática 

(PMCA) sin afectar la PMCA de humanos, sugiriéndose a la PMCA como posible blanco de acción de nuevas drogas. 

Aceites vegetales de plantas aromáticas tropicales como las Tetrahidroquinolinas, resultan atractivos como nuevos 

compuestos químicos a estudiar. Evidencias experimentales demostraron que 3 derivados de Tetrahidroquinolinas de la 

serie DMs,  (DM5, DM8 y DM12) tienen un efecto inhibitorio importante (> 85%) sobre la proliferación del 

Trypanosoma cruzi  sin mostrar un efecto significativo sobre fibroblasto, ni sobre la actividad de la PMCA de humanos, 

pudiendo ser potencialmente explotados desde el punto de vista farmacológico, como posibles agentes terapéuticos sobre 

este parásito.  

 

Introducción 

 

La enfermedad de Chagas, es una afección 

parasitaria, sistémica y crónica. Su agente causal, es 

el Trypanosoma cruzi, un protozoario flagelado 

transmitido vectorialmente por Triatominos. La 

enfermedad de Chagas originalmente descrita por el 

médico brasilero Carlos Chagas en 1909, está 

fuertemente vinculada con aspectos socio-

económicos-culturales deficitarios, considerándose 

una enfermedad desatendida (14). Esta enfermedad es 

una patología endémica en 21 países de América 

Central y América del Sur incluyendo a Venezuela. Si 

bien su principal mecanismo de transmisión es 

vectorial, también puede ser transmitido mediante 

transfusiones, vías congénitas, trasplantes de órganos 

y vía oral, Asimismo, las migraciones de personas 

infectadas pueden llevarla a países no endémicos de 

América y del Mundo (14).  

Se estima que actualmente, cerca de 100 millones de 

personas están en riesgo de infectarse, unos 8 

millones están infectadas, con 56000 nuevos casos 

anuales por todas las formas de trasmisión, motivando 

12000 muertes anuales (14) donde aproximadamente 

el 99% ocurren en la fase crónica de la enfermedad 

(17). En Venezuela, el Ministerio de la Salud 

estableció un programa nacional de control de la 

enfermedad de Chagas en el año 1966, en los que se 

incluía el control del vector y de la sangre para 

transfusión, reduciéndose el área endémica de 750000 

Km
2 

a 360000 Km
2
, mientras la seroprevalencia de la 

enfermedad en poblaciones rurales disminuyó de 

44.5% a 9.2% (1). Sin embargo, hubo un repunte de 

la enfermedad de Chagas en Venezuela, siendo 

descrita incluso en regiones no catalogadas como 

endémicas de la enfermedad (2).  

Desde el punto de vista clínico, la enfermedad de 

Chagas puede dividirse en tres fases que varían 

dependiendo de los síntomas que presente el paciente. 

Una fase aguda que dura de 2 a 4 meses, donde se 

presentan manifestaciones clínicas como: inflamación 

de un párpado (signo de Romaña), conjuntivitis, 

fiebre, taquicardia, inflamación de ganglios linfáticos, 

edema y esplenomegalia. La mortalidad en esta fase 

alcanza un 5 a 10% en los pacientes sintomáticos. 

Después de esta fase las manifestaciones clínicas 

desaparecen y el paciente entra en la fase crónica de 

la enfermedad, en la que no hay síntomas aparentes 
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de infección. Se observa un período de latencia, 

llamada usualmente fase indeterminada, que puede 

durar entre 10 y 30 años y posteriormente, entre el 30 

y 40% de los pacientes infectados vuelven a presentar 

manifestaciones clínicas relacionadas, con el 

compromiso de órganos como el intestino, esófago y 

corazón produciendo entre los daños más importantes 

cardiomiopatía chagásica (16). En este caso ocurre 

daño al miocardio por las formas intracelulares del 

parásito produciendo pérdida de la función contráctil 

y por ende cambios en los patrones 

electrocardiográficos (6) que pueden desencadenar en 

la muerte del paciente.  

 

Drogas comerciales utilizadas actualmente para la 

enfermedad de Chagas. Posibles blancos 

quimioterapeúticos en T. cruzi. 

 

A pesar de que la enfermedad de Chagas fue 

descubierta hace más de un siglo, las únicas drogas 

comerciales disponibles para el tratamiento de esta 

enfermedad son el Nifurtimox (Lampit®, Bayer) y el 

Benznidazol (Rochagan®, Radani®, Roche) cuyo 

mecanismos de acción sobre el parásito se basan en 

inducir estrés oxidativo o reductivo respectivamente. 

El nifurtimox reduce el grupo nitro de radicales 

nitroaniónicos, lo cual conlleva a la formación de 

radicales libres del tipo peróxido de hidrógeno o 

superóxidos, también acelera la producción de 

metabolitos electrofílicos e incrementa el consumo de 

oxígeno en T. cruzi. Por otra parte, el benznidazol 

inhibe la enzima fumarato reductasa del parásito y los 

metabolitos resultantes de la reducción de este 

compuesto producen efectos deletéreos en el parásito 

mediante modificaciones covalentes de 

macromoléculas,  incluyendo el ADN (8,11). Sin 

embargo, ambas drogas presentan efectos tóxicos 

colaterales como vómitos, anorexia, polineuropatías 

periféricas, alergias dermopáticas por lo que los 

tratamientos tienden a ser abandonados por los 

pacientes (16). El nifurtimox y el Benznidazol son 

usados en la fase aguda de la enfermedad y su 

efectividad es variable dependiendo de la región, 

probablemente debido a variaciones de la cepa de los 

parásitos (19) y de la fase de la enfermedad, teniendo 

una eficacia limitada en la fase crónica observándose 

que si bien la parasitemia disminuye en el tiempo, no 

hay mejorías en la cardiomiopatía asociada a la 

enfermedad, no disponiéndose entonces de un 

tratamiento idóneo para la fase crónica de esta 

enfermedad, surgiendo así la necesidad de buscar 

nuevas moléculas activas contra este estadio.  

Debido a esto, la investigación ha sido enfocada a la 

búsqueda de posibles nuevas drogas, principalmente 

basadas en derivados de productos naturales para 

minimizar los efectos secundarios sobre el paciente y 

a sus posibles blancos de acción. En este sentido, se 

han propuesto una gran variedad de blancos para el 

diseño de drogas contra estos parásitos como:  

Inhibidores de síntesis de esteroles, Inhibidores de 

cisteín-proteasas, Inhibidores de la síntesis y 

metabolismo del tripanotión, Inhibidores del 

metabolismo del pirofosfato, Inhibidores del 

transporte de Purinas (18) y las que afectan  sistemas 

encargados de la homeóstasis del Ca
2+ 

(5,9). En esta 

línea de investigación estamos interesados en los 

sistemas reguladores del Ca
2+

 intracelular como 

posibles blancos quimioterapéuticos contra T. cruzi. 

 

Drogas que afectan la homeostasis de Ca
2+

 en T. 

cruzi. La PMCA como posible blanco. 

 

La regulación del Ca
2+

 en T. cruzi está dada por la 

actividad de un uniporte electroforético de Ca
2+

 en el 

mitocondrión, una Ca
2+

-ATPasa en el retículo 

endoplasmático (SERCA) y una Ca
2+

-ATPasa en la 

membrana plasmática (PMCA), siendo esta última la 

más importante al ser la  responsable de mantener los 

niveles basales de Ca
2+ 

(4). Se ha demostrado también 

la existencia de reservorios intracelulares de Ca
2+

 

diferentes del retículo y la mitocondria como son los 

acidocalcisomas, los cuales también podrían jugar 

algún papel en la regulación del Ca
2+

 intracelular en 

estos parásitos. Se ha estudiado el efecto de diferentes 

posibles drogas sobre los mecanismos que afectan la 

homeóstasis de Ca
2+

 en los tripanosomatidios, ya que 

su perturbación conlleva a la muerte de estos parásitos. 

Así, la amiodarona, un medicamento actualmente 

utilizado para las arritmias, produce la disrupción de 

la regulación del Ca
2+

 intracelular del Trypanosoma 

cruzi, colapsando el potencial mitocondrial y  

alcalinizando los acidocalcisomas (3,7). Sin embargo, 

esta droga, presenta efectos secundarios sobre los 

pacientes, debido a la presencia de yodo en su 

estructura. La Dronedarona, una droga desarrollada a 

partir de la amiodarona, pero que no posee yodo, 

tiene un efecto tripanocida similar, o aún superior, al 

de la amiodarona, afectando al parásito en su estadío 

intracelular amastigote, sin afectar a la célula de 

mamíferos. Esta droga induce tanto en T. cruzi como 

en L. mexicana  un incremento en la concentración 

intracelular del Ca
2+

, al alterar tanto el mitocondrión 

como los acidocalcisomas (3,15). Igualmente es capaz 

de producir un incremento en la concentración de Ca
2+ 

intracelular proveniente de organelos intracelulares en 

L. mexicana (3). La miltefosina, la primera droga en 

ser registrada en países como India, Alemania y 

Colombia, como un tratamiento oral efectivo contra la 
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leishmaniasis visceral, se ha reportado que induce un 

incremento en la concentración intracelular del Ca
2+

,  

a través de la apertura de un canal en la membrana 

plasmática (13). Por otra parte, drogas como la 

pentamidina, una droga catiónica muy utilizada para la 

terapia y profilaxis de la tripanosomiasis africana y la 

leismaniasis, también inhiben la PMCA en T. brucei y 

el transporte de Ca
2+

 de vesículas de membrana 

plasmática de estos parásitos,  sin afectar la actividad 

de la PMCA de humanos (5). El cristal violeta, 

utilizado en los bancos de sangre de zonas endémicas 

para evitar la transmisión a través de transfusiones de 

la enfermedad de Chagas  inhibe la actividad de la 

Ca
2+

-ATPasa de membrana plasmática de T. cruzi  sin 

afectar la misma enzima de humanos, afectando la 

viabilidad del parásito (9).  

Estas evidencias sugieren que los sistemas encargados 

de regular el Ca
2+

 en T. cruzi pudieran ser 

considerados como posibles blancos de drogas, en 

especial la PMCA, enzima clave en el mantenimiento 

de los niveles basales de Ca
2+

 en estos parásitos y 

crucial en el mantenimiento de sus funciones 

celulares. Sin embargo estos compuestos no han 

podido ser comercializados por diversas razones 

siendo el interés actual de muchas investigaciones la 

búsqueda de nuevos compuestos provenientes de 

productos naturales o derivados sintéticos de los 

mismos, los cuales pudieran ser menos tóxicos para el 

hospedador y que pudieran ser considerados de 

manera terapéutica. 

 

Compuestos derivados de productos naturales como 

agentes terapéuticos que pudieran afectar la 

homeostasis de Ca
2+

 en los tripanosomatidios 

 

Aceites vegetales de plantas aromáticas tropicales han 

resultado atractivos como nuevos materiales a utilizar 

como compuestos químicos, debido a su abundancia 

en la naturaleza, fácil extracción y sus grupos 

funcionales activos. Entre estos compuestos están las 

quinolinas encontradas en el cacao y el té negro y las 

tetrahidroquinolinas, encontradas en plantas de clavo 

y canela. Se han reportado varios trabajos donde se 

utilizaron diferentes derivados de quinolinas en 

tripanosomatidios, observándose su efectividad en el 

tratamiento de la leishmaniasis cutánea y visceral 

(10). Algunas de ellas tuvieron un efecto positivo in 

vivo al reducir las lesiones ocasionadas en ratones 

infectados con L. infantum, L. amazonensis  y L. 

donovani. Asimismo, se ha reportado que algunas de 

la quinolinas y tetrahidroquinolinas estudiadas tienen 

un efecto citotóxico en amastigotes de L. donovani 

diez veces más activo que la droga de referencia 

utilizada (miltefosina) y con una baja toxicidad en las 

células humanas (12). Es de interés de esta línea de 

investigación, estudiar el posible efecto de un grupo 

de compuestos derivados de Tetrahidroquinolinas 

(Serie DMs) sobre la proliferación del Trypanosoma 

cruzi, así como sobre su toxicidad en fibroblastos 

humanos. Asimismo, estudiar si aquellos compuestos 

que afectan la proliferación del parásito pudieran 

estar ejerciendo su efecto a través de la alteración de 

la funcionalidad de  la PMCA. Un posible efecto 

diferencial de estos compuestos sobre la PMCA de T. 

cruzi y la PMCA de eritrocitos pudieran dar indicios 

para potencialmente explotar desde el punto de vista 

farmacológico los mismos con miras a ser 

considerados posibles agentes terapeúticos sobre el 

parásito. En este trabajo se analizaron 9 compuestos 

derivados de Tetrahidroquinolinas de la serie DM 

(DM5, DM6, DM7, DM8, DM9, DM12, DM13, 

DM15 y DM16) sobre la proliferación del  

Trypanosoma cruzi. De los 9 compuestos estudiados 

3 de ellos tuvieron un mayor efecto inhibitorio sobre 

la proliferación de T. cruzi. Estos fueron: DM5, DM8 

y DM12 (Fig. 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1: Estructura de los 3 derivados de 

Tetrahidroquinolinas seleccionadas (DM5, DM8 y 

DM12)  
 
Como puede observarse en la Tabla 1, los compuestos 

DM5, DM8 y DM12 a una concentración de 15 µM, 

tuvieron un importante efecto inhibitorio sobre la 

proliferación del parásito 81,35%, 78,87% y 90,57% 

respectivamente, siendo el efecto de la misma 

concentración de la droga de referencia (Benznidazol) 

de 92,34%. 

  
Tabla 1: Porcentaje de inhibición de la Proliferación de T. 

cruzi a una concentración de DM5, DM8, DM12 y 

Benznidazol de 15 µM.  
Compuestos 

ensayados  

% de inhibición de la 

proliferación de T. cruzi 

DM5 15 µM 81,35 % 

DM8 15 µM 78.87 % 

DM12 15 µM 90,57 % 

Benznidazol  15 µM 92,34% 

 

Los compuestos DM5, DM8 y DM12 (Fig. 1) no  

mostraron ningún efecto importante sobre 

fibroblastos humanos ni sobre la actividad de la 
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PMCA purificada de eritrocitos humanos, lo cual 

lo hace interesante para ser explotados desde el 

punto de vista farmacológico con miras a ser 

considerados posibles agentes terapéuticos sobre 

el parásito.  
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Protozoarios parásitos del género Leishmania miembros de la familia Trypanosomatidae, durante su ciclo de vida entre 

el intestino del vector flebotomino y el huésped vertebrado, confrontan ambientes diferentes, elevación de la 

temperatura, cambios de pH, variedad de nutrientes y disponibilidad de oxígeno , a los cuales responden diferenciándose 

en nuevas formas capaces de sobrevivir y proliferar dentro de los huéspedes. Este proceso complejo está acompañado 

por  importantes cambios morfológicos y metabólicos, expresión de genes, modificación de organelos, expresión de 

proteínas de superficie y reducción del tamaño celular; algunos de estos procesos están asociados a mecanismos de 

autofagia. El proceso de diferenciación es considerado esencial para la sobrevivencia de los parásitos en diferentes 

huéspedes, y es un paso crítico en el establecimiento de la infección.  

  

Introducción 

Parásitos del género Leishmania, miembros de la 

familia Trypanosomatidae son los causantes de un 

espectro complejo de enfermedades conocidas como 

Leishmaniasis. Durante su ciclo de vida entre el 

intestino del vector flebotomino y el huésped 

vertebrado, los parásitos enfrentan ambientes 

diferentes y contrastantes, a los cuales responden 

diferenciándose en nuevas formas capaces de 

sobrevivir y proliferar dentro de los huéspedes. En el 

insecto vector y en cultivo, los parásitos crecen 

como promastigotes flagelados, diferenciándose en 

amastigotes aflagelados intracelulares en el 

fagolisosoma del macrófago (27). Este estadio del 

parásito no solo soporta las nuevas condiciones sino 

que se multiplica dentro de la vacuola parasitófora, 

propagando la infección invadiendo otros 

macrófagos, luego de romper la célula huésped 

(21,22). Este proceso complejo está acompañado por 

importantes cambios morfológicos, metabólicos, la 

modificación de organelos, la reducción 

aproximadamente cuatro veces del tamaño celular y 

muy importante, asociado a éstos, el disparo de 

mecanismos de autofagia (4). En los diferentes 

estadios del ciclo de vida, se requiere una importante 

reprogramación metabólica especialmente en la 

velocidad y pH óptimo para muchos procesos, 

incluyendo síntesis de DNA, incorporación de 

nutrientes, expresión de genes específicos de 

amastigotes incluyendo la familia del gen A2, de la 

HSP100 y de una MAP kinasa  ya identificados (2, 

5,11,14 ). Adicionalmente ciertos miembros de la 

familia de los genes de la gp63 y PSA-2 están 

expresados diferencialmente en amastigotes y 

promastigotes y hay diferencias en el anclaje GPI 

(6,20). En contraste, algunos procesos disminuyen 

notablemente como la biosíntesis de LPG, el cual es 

reemplazado por el fosfolípido glicoinositol (GIPL) 

como el mayor componente de la superficie (3).  

 
Fig. 1. Leishmania mexicana. a) forma promastigote en 

medio Lit, 26°C, pH 7.4. b) forma amastigote después de 

72 h de incubación en medio Lit, 35ºC, pH 5,5. 

 

Un paso relevante en el estudio de la diferenciación 

de estos parásitos ha sido la imitación del proceso de 

diferenciación en cultivos axénicos, transfiriendo los 

promastigotes de 26°C, pH 7.0, condiciones 

similares a las del intestino del vector, a 36°C, pH 

5.5; ambiente parecido a la vacuola parasitófora del 

macrófago (Fig. 1) (9,10,25). Durante muchos años, 

se han realizado diversos estudios bioquímicos, 

antigénicos, fisiológicos y ultraestructurales en 

numerosas especies de Leishmania expuestas “in 

vitro” a un aumento de la temperatura y 

acidificación del medio, induciéndose un drástico 

cambio de la forma y reducción del tamaño de la 

forma alargada del parásito de 20 a 25 µm, con 

flagelo libre, a una forma redondeada u ovoide de 4-

5 µm de tamaño, sin flagelo libre, cambios 

morfológicos similares a los que ocurren durante el 

ciclo de vida natural de estos parásitos (27). Se han 

realizado estudios comparativos entre estas formas 

denominadas parecidas a amastigotes, y amastigotes 

intracelulares, estableciendo similitudes y 

a b 
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diferencias entre ellos  (16,17); más aún, un número 

en ascenso de aislados de promastigotes de 

Leishmania han sido adaptados a condiciones 

axénicas e inducidas a proliferar por varios meses 

(10,23), lo que es una extraordinaria ventaja para el 

estudio del estadio amastigote. 

 

El aumento de la temperatura y la disminución del 

pH son factores esenciales en el proceso de 

diferenciación multifactorial de promastigote a 

amastigote y viceversa (30). Algunos resultados 

controversiales han sido publicados en relación al 

papel que juegan estos factores en el proceso de 

diferenciación (1,31). Las alteraciones morfológicas, 

inducidas por la elevación de la temperatura en 

promastigotes de Leishmania mexicana, se 

correlacionan con los cambios en la rata de síntesis 

de la beta tubulina, la cual es reducida en 

amastigotes. También han sido observado cambios 

en el patrón transcripcional de beta tubulina durante 

la curva de crecimiento a 26ºC y en respuesta a la 

elevación de la temperatura. El choque térmico 

conlleva a una reducción en la cantidad del 

transcripto menor en el promastigote de 2,4 kb y un 

aumento en el transcripto del amastigote de 2,8 Kb. 

Interesante, el transcripto más largo en 

promastigotes de 3,6 kb desaparece completamente 

bajo condiciones de choque térmico y en el estadio 

amastigote (5). En contraste con los resultados 

obtenidos con Leishmania mexicana, Leishmania 

major responde en forma diferente al ser transferidos 

los promastigotes a 36ºC, no hay cambios 

morfológicos y el marcaje metabólico a 35ºC de 

promastigotes de L. major mostraron que es 

inducida la síntesis de proteínas de choque térmico, 

pero la síntesis de proteínas celulares y la rata de 

síntesis de tubulina permanece igual. No se observan 

cambios en el patrón transcripcional de la beta 

tubulina. Así, L. major no muestra una respuesta 

típica al choque térmico y necesita factores 

adicionales para la transformación a la forma 

parecida a amastigotes bajo condiciones axénicas. 

Ha sido establecido que los promastigotes cultivados 

en medios acídicos son más resistentes a la lisis 

mediada por complemento y más infectivos “in 

vivo” que aquellos creciendo a pH neutro. También 

ha sido reportado, que la inducción de la 

metaciclogénesis por pH acídico es una respuesta 

conservada a través de una variedad de especies de 

Leishmania y que la diferenciación que ocurre 

durante la fagocitosis de los promastigotes por los 

macrófagos, involucra una rápida exposición del 

parásito a un ambiente acídico (22,31). Hay 

evidencias que en especies de Leishmania del nuevo 

mundo el incremento de la temperatura parece ser la 

señal mayor en la inducción de los cambios 

morfológicos a la forma amastigote (7). Sin 

embargo, otros estudios revelan la influencia 

específica de estos factores sobre la regulación 

diferencial de genes y hay evidencias recientes 

producidas por análisis de “clusters” que  son 

consistentes con el papel predominante del 

incremento de la temperatura sobre la disminución 

del pH extracelular en el proceso de diferenciación a 

amastigote, lo cual ofrece nuevas visiones en la 

fisiología de Leishmania (1). Ha sido planteado que 

la virulencia de los parásitos de Leishmania se 

origina en su habilidad para soportar el amplio rango 

de condiciones desfavorables, lo cual está siendo 

extensamente estudiado (4). 

 

Un carácter morfológico asociado al cambio de la 

forma promastigote a amastigote es el aumento 

observado del número, tamaño y densidad de las 

gotas lipídicas en el citoplasma de estos parásitos, lo 

cual sugiere una importante intervención del 

metabolismo lipídico en el proceso de 

transformación (13). Resultados obtenidos en 

nuestro laboratorio muestran un aumento en el 

contenido de lípidos, aumento de la longitud de las 

cadenas de los ácidos grasos y disminución de la 

insaturación de los ácidos grasos de la serie C18´s, 

durante las primeras horas de incubación a 35°C. El 

contenido de esteroles sufre una disminución al 

compararse con el contenido de proteínas y respecto 

a la proporción de lípidos neutros. Una respuesta de 

la célula para copar con el incremento de la fluidez 

de la membrana al aumento de la temperatura (26). 

En los años 70 se obtuvieron indicaciones 

morfológicas del papel que juega la autofagia en la 

transición entre los pasos sucesivos de la 

diferenciación durante los ciclos de vida de los 

parásitos. Evidencias moleculares recientes le dan 

apoyo a su papel esencial en la diferenciación, la 

importancia del recambio de proteínas, y el papel de 

su  inusual lisosoma (4,6,12,24). La remoción de 

organelos dañados o redundantes es una de las 

funciones de la autofagia, así como también es 

considerado un mecanismo de supervivencia bajo 

condiciones de falta de nutrientes, reciclando 

componentes citoplasmáticos bajo condiciones de 

“stress” y en el remodelado de la morfología celular 

(28,30). La autofagia juega también un papel muy 

importante en la reprogramación metabólica en los 

diferentes estadios del ciclo celular. Ha sido 

demostrado que el recambio proteico por 

macroautofagia es esencial para la metaciclogénesis 

y para la diferenciación de promastigotes a 

amastigotes (14,18). En las diferentes especies de 

Leishmania, el lisosoma presenta diversas formas 
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que reflejan las distintas funciones en los diferentes 

estadios de desarrollo. En el promastigote está 

presente una estructura tubular-vesicular 

denominada túbulo multivesicular, con un pH 

luminal relativamente alto y baja capacidad lítica, 

que acumula FM4-64 y otros marcadores 

endociticos y contiene cisteína y serina peptidasas 

lisosomales (31), mientras que en amastigotes se ha 

evidenciado un compartimiento grande limitado por 

membrana denominado megasoma, que tiene un pH 

ácido y contiene diversas peptidasas (12). La alta 

variedad de enzimas en estas estructuras dependen 

del estadio de desarrollo del parásito. Hay dos 

cistein peptidasas lisosomales CPA y CPB 

implicadas en autofagia y desarrollo; se ha 

demostrado también que estas peptidasas están 

involucradas en el remodelaje celular y la 

reprogramación metabólica durante la 

transformación y adquisición de nutrientes en los 

diferentes estadios del ciclo de vida. La inhibición 

de estas enzimas o bloqueo de ambos genes impiden 

la diferenciación (28,29).  

Otro reporte importante del papel esencial de la 

autofagia en la diferenciación es la observación de 

promastigotes mutantes ATG-2 nulos de L. major 

los cuales no se transforman a amastigotes (14). Más 

aún, ha sido demostrado que  varias drogas 

tripanocidas disparan procesos parecidos a autofagia 

en estos parásitos, planteándose que la autofagia es 

usada por los parásitos en un esfuerzo por superar el 

“stress” causado por los compuestos tóxicos (19).  

Así ha sido reportado que parásitos de L. 

amazonensis tratados con Amiodarona, una droga 

utilizada comúnmente como anti arrítmico, 

presentan entre otras alteraciones la formación de 

grandes autofagosomas que contienen parte del 

citoplasma y restos de membranas (8). También ha 

sido reportado que péptidos antimicrobianos son 

capaces de causar la muerte de promastigotes de L. 

donovani con la aparición de vacuolas que se tiñen 

con monodansylcadaverina, un marcador bioquímico 

de autofagia (3). La inhibición de la autofagia afecta 

la transformación, la sobrevivencia y /o la virulencia 

de los parásitos; considerándose a la autofagia como 

una promesa para el desarrollo de drogas contra 

enfermedades tropicales. Sin embargo, las 

investigaciones para explorar la posibilidad de usar 

la autofagia como blanco, aún están en su fase 

preliminar, pero parece factible debido al desarrollo 

de inhibidores que interfieren específicamente con 

proteínas del proceso autofágico en 

tripanosomatideos parásitos y no las del huésped, 

debido a que las secuencias de estas proteínas están 

pobremente conservadas (15). 

En nuestro laboratorio hemos retomando esta línea 

de investigación, re-evaluando resultados obtenidos 

y experiencias acumuladas, a la luz de los nuevos 

hallazgos en el tema. 
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Las enfermedades que afectan a los tejidos de soporte de los dientes son denominadas enfermedades periodontales (EP). Las más 

comunes son la periodontitis crónica (PC) y la periodontitis agresiva (PA). Las lesiones son provocadas por microorganismos 

patógenos presentes en la biopelícula dental. La saliva humana se ha convertido en un fluido de interés como herramienta de 

diagnóstico temprano, por la presencia de una variedad de posibles biomarcadores para la enfermedad periodontal. El Ca2+ salival 

es fácilmente incorporado por la biopelicula dental, favoreciendo la formación del cálculo dental. El objetivo fue determinar la 

concentración de Ca2+ salival en pacientes afectados con PC y PA antes y después del tratamiento periodontal. Participaron 

personas con edades entre 20 y 60 años, divididos en 3 grupos: Controles (C) (49), periodontitis crónica generalizada (PCG) (90) 

y PA (36). Los resultados mostraron que las diferencias de concentraciones de Ca2+ entre los grupos fue estadísticamente 

significativa, encontrándose estas diferencias entre los grupos controles, cuya concentración fue 0,84 ± 0,23 mM y 1,30 ± 0,42 

mM en pacientes con PCG y 1,44 ± 0,57 mM en pacientes con PA. Luego del tratamiento, las concentraciones de Ca2+ en los 

pacientes disminuyeron, siendo similar a la de los controles.  

 
Introducción 

La Periodontología es la especialidad 

contemporánea que emerge de la odontología para 

sustentar el estudio científico sobre el estado del 

periodonto sano y enfermo. El periodonto, también 

llamado aparato de inserción o tejido de sostén del 

diente, es una unidad funcional, cuyo objetivo 

principal es unir el diente al tejido óseo de los 

maxilares y conservar la integridad de la superficie 

de la mucosa masticatoria  de la cavidad bucal. 

Está conformado por un periodonto de  protección, 

que lo integra  la encía y uno de inserción que 

comprende al ligamento periodontal, el cemento y 

el hueso alveolar (3). 

Las enfermedades que afectan a los tejidos de 

soporte de los dientes son denominadas 

enfermedades periodontales, y se clasifican en 

gingivitis y periodontitis, éstas son condiciones 

inflamatorias, que en el caso de la gingivitis  

involucra a la encía y en la periodontitis al 

ligamento, cemento periodontal y hueso alveolar. 

El proceso destructivo da lugar a la migración 

apical del epitelio de unión y afección de los 

tejidos periodontales profundos: el cemento 

radicular queda expuesto y tanto el ligamento 

periodontal como el hueso alveolar que rodean a la 

superficie radicular expuesta, se destruye (2).  

La forma más común de periodontitis es la crónica, 

se caracteriza por ser de evolución lenta. Al ser un 

proceso indoloro, el paciente por lo general ignora 

los primeros síntomas de la enfermedad, por tanto 

la formación de los sacos periodontales y la 

resorción del hueso alveolar pueden demorar años 

y el tiempo que transcurre desde que se inicia la 

enfermedad hasta que se llega a perder un diente, 

puede contarse en décadas. Es la forma de 

periodontitis más frecuente en la población adulta 

mundial afectando a un  60%, tanto en 

Norteamérica como Europa y más del 60% en 

América Latina (8). La periodontitis agresiva, 

aunque es una forma poco habitual de 

periodontitis,  se caracteriza por ser de muy rápida 

progresión en la destrucción de los tejidos y porque 

el tiempo que transcurre desde su inicio hasta la 

pérdida del diente, puede ser muy breve. La 

velocidad de su avance es lo que determina su 

gravedad.  Si bien las lesiones periodontales son de 

una forma general provocadas por 

microorganismos patógenos presentes en la 

biopelícula dental, otros factores como la genética, 
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la dieta y estilo de vida contribuyen al  avance de 

la enfermedad, haciendo de la periodontitis una 

patología bastante compleja, siendo insuficiente 

una aproximación clínica de la misma (8,9). 

Recientemente, se han realizado esfuerzos para 

conocer mejor la etiopatogenia de las diferentes 

enfermedades periodontales, y para desarrollar 

herramientas de diagnóstico temprano. En este 

contexto, la saliva humana, cuyas funciones 

biológicas son esenciales para el mantenimiento de 

la salud bucal, la han convertido en un fluido de 

gran interés en los últimos años. La saliva que 

circula en la boca en un momento dado, se 

denomina saliva total y se compone de una mezcla 

de secreciones de las glándulas salivales mayores y 

menores y trazas de fluido gingival crevicular. La 

rica variedad de moléculas presentes en las 

secreciones salivales, hace que la saliva sea una 

atractiva fuente de biomarcadores de la 

enfermedad periodontal. En este sentido, los 

investigadores han estado desarrollando 

herramientas de diagnóstico salival para 

diagnosticar tanto las enfermedades bucales como 

sistémicas. Este fluido tiene muchas ventajas como 

medio para el diagnóstico clínico (2). 

El flujo y la composición de la saliva total 

influencia la formación de cálculo dental que es un 

factor que contribuye  a la enfermedad periodontal. 

Mandel (6,7) reportó que los pacientes que 

producían abundante cálculo presentaron elevadas 

concentraciones de Ca
2+

 tanto en la biopelícula 

como en la saliva de las glándulas submaxilares, 

sugiriendo que personas con un aumento en 

concentraciones de Ca
2+

 pueden ser susceptibles a 

la formación de cálculo y periodontitis, debido a 

que se dificulta la remoción de la biopelícula 

dental. Sewón y colaboradores (10) reportaron que 

el potencial de mineralización intra-oral de 

individuos periodontalmente sanos, sin resorción 

ósea alveolar marginal, es diferente a la de la de 

los individuos que ya han sido tratados 

periodontalmente (10). Estos investigadores 

sugieren que a los tres días de establecida la 

biopelícula ésta calcificaba rápidamente en 

aquellos pacientes  que presentaron resorción ósea 

periodontal. Los individuos con un periodonto 

sano presentaron una biopelícula que no mostró 

ningún signo de calcificación (10). 

El objetivo del presente trabajo consistió 

determinar la concentración de calcio salival, en 

pacientes venezolanos afectados  con periodontitis 

crónica y agresiva antes y después del tratamiento 

periodontal.  

Participaron personas con edades comprendidas 

entre 20 y 60 años y fueron clasificados en tres 

grupos: Controles  (49), pacientes con periodontitis 

crónica generalizada (90) y pacientes con 

periodontitis agresiva (36), provenientes de la 

Clínica del Postgrado de Periodoncia de la 

Facultad de Odontología de la Universidad Central 

de Venezuela. La Historia Clínica incluyó: 

anamnesis, examen clínico (exploración, 

palpación, sondaje), examen radiográfico 

(radiografía panorámica y periapical completo con 

técnica de cono paralelo). 

El tratamiento periodontal consistió en la 

aplicación de medidas de higiene bucal, como son: 

enseñanza de la técnica de cepillado, uso del hilo 

dental y medios auxiliares, control de la 

biopelícula dental, así como la eliminación de los 

irritantes locales por medio de la tartrectomia 

manual y ultrasónica, raspado y alisado radicular 

en los cuatro cuadrantes y pulido de las superficies 

dentarias. 

Antes de obtener las muestras de saliva, previo 

conocer y firmar el consentimiento informado, los 

pacientes estuvieron al menos una hora o más sin 

comer, beber, ni realizar método de higiene bucal 

alguno. Se colectaron 2 mL de saliva no 

estimulada. Las muestras de saliva fueron 

colectadas entre las 13:00 y 16:00 horas, 

conservadas y transportadas al laboratorio en frío. 

Se excluyeron pacientes con: Enfermedades 

sistémicas, gestantes, fumadores, ingesta de 

medicamentos o antibióticos seis meses antes. 

 

Concentración de Ca
2+

 en saliva de pacientes con 

periodontitis crónica y agresiva 

 

La determinación de la concentración de Ca
2+

 fue 

realizada mediante el método de Connerty & 

Briggs (4). Se tomaron 2 µL del sobrenadante  de 

la saliva total centrifugada a 16.000 g y 

seguidamente se añadieron 198 µL de la mezcla 

del cromógeno: ο-cresolftaleína complexona (0,8 

mg/mL), 8-hidroquinoleína (5% p/v) y tampón 

etanolamina-borato (14,8 M), la mezcla fue agitada 

y se mantuvo en reposo por 5 minutos.  Finalmente 

se midió en un lector de ELISA (TECAN
®
) a 570 

nm. Paralelamente, se realizó una recta de 

calibración con CaCO3, en concentraciones 
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crecientes usando una solución patrón de 1mM de 

CaCO3.  

 

En la Figura 1 se presentan los resultados de la 

concentración de calcio salival en individuos 

sanos, diagnosticados con periodontitis crónica 

generalizada (PCG) y periodontitis agresiva (PA), 

antes y después del tratamiento periodontal. 

 

 

 

 
Figura 1. Concentraciones de calcio en saliva total determinadas por el método de Connerty y Briggs (4), en controles 

periodontalmente sanos, pacientes con periodontitis crónica generalizada (PCG) y pacientes con periodontitis agresiva 

(PA), antes de después del tratamiento periodontal. Se muestran los valores promedios ± la desviación estándar y el 

número de pacientes (n). 
 

La prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis 

mostró que las diferencias de concentraciones de 

calcio entre los grupos fue estadísticamente  

significativa (p<0,05), encontrándose estas 

diferencias entre los grupos control o individuos 

periodontalmente  sanos, cuya concentración fue 

de 0,84 ± 0,23 mmol/L y pacientes con 

periodontitis crónica generalizada (PCG), con una 

concentración de 1,30 ± 0,42 mmol/L (p<0,05). De 

igual forma, se encontraron diferencias al 

contrastar el grupo control y los pacientes con PA 

(p<0,05),  grupo que presentó una concentración 

de 1,44 ± 0,57 mmol/L,  valor que si bien es mayor 

que en el grupo diagnosticado con PCG, no es una 

diferencia estadísticamente significativa (p>0,05). 

Estos resultados coinciden con lo descrito por  

Sewón y colaboradores (10) en una población 

europea, reportando un incremento 

estadísticamente significativo en pacientes 

diagnosticados con periodontitis crónica (11).  

Los pacientes fueron llamados nuevamente, una 

vez que se les había realizado el tratamiento 

periodontal no quirúrgico, para evaluar si existían 

cambios significativos en la concentración de Ca
2+

 

con respecto a la primera vez que asistieron a la 

clínica. Luego del tratamiento, los pacientes 

mostraron una disminución significativa de las 

concentraciones de Ca
2+

 salival, siendo ésta, en el 

grupo de postratamiento con periodontitis crónica 

de  0,81 ± 0,28 mmol/L, en contraste con el grupo 

de pacientes diagnosticados inicialmente con 

periodontitis crónica (1,30 ± 0,42 mmol/L), incluso 

las concentraciones de Ca
2+

 en estos pacientes 

postratamiento llegaron a ser similares a los 

controles (0,84 ± 0,23 mmol/L). En el caso de las 

concentraciones de Ca
2+

 entre el grupo de 

pacientes con periodontitis agresiva postratamiento 

(0,90 ± 0,27 mmol/L) y grupo de pacientes con 

periodontitis agresiva previo al tratamiento (1,44 ± 

0,57 mmol/L), la disminución en las 

concentraciones de Ca
2+

 salival también  fue 

estadísticamente significativa (p<0,05). 

Estos resultados mostraron que la concentración de 

Ca
2+

 en saliva, tanto de los pacientes con PCG 

como con PA, aumentó respecto a la concentración 

en los controles sanos, y que luego, posterior al 

tratamiento, los niveles de Ca
2+

 en los pacientes 

vuelven a ser similares al de los controles, lo cual 

indica que la concentración de Ca
2+

 es un 

parámetro importante durante el desarrollo de las 
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enfermedades periodontales y que vuelve a ser 

normal al controlar la enfermedad. 

Resultados similares han sido encontrados por 

otros investigadores en pacientes de otras latitudes.  

En un estudio piloto,  un alto  nivel de Ca
2+ 

salival 

fue asociado con la enfermedad periodontal en 

individuos indios. La media de edad de los 

pacientes fue de 46,6 ± 6,9 años y de los controles 

42,4 ± 6,3 años.  La media de la concentración de 

Ca
2+

 en los pacientes fue 2,11 ± 0,24 mmol/L, 

significativamente más alta que en el grupo control  

1,86 ± 0.25 mmol/L, calculado con  el programa 

ANCOVA que realiza el ajuste por edad (1). 

Igualmente en pacientes Indios, Gupta y 

colaboradores (5), en un estudio clínico-

bioquímico de la saliva de pacientes con PA, 

encontraron  un aumento en las concentraciones de 

Ca
2+

 en pacientes con PA tanto fumadores como no 

fumadores con respecto a los controles. Dichos 

resultados revelaron que el calcio salival más alto 

se observó en el grupo de pacientes con PA y 

fumadores, con un valor medio de 2,62 ± 0,01 

seguido por el grupo de pacientes con PA pero no 

fumadores (2,11 ± 0,01) y el menor valor se 

observó en el grupo control (2,01 ± 0,08). Los 

valores de referencia de concentración de Ca
2+

 

salival se encuentran entre 0,5-2,7 mmol/L. El 

aumento del Ca
2+

 en saliva en fumadores coincide 

con un incremento en la placa dental con respecto 

a los no fumadores (5). 

Se puede destacar que nuestros resultados se 

encuentran dentro de estos valores y si bien en 

pacientes  fumadores el aumento del Ca
2+

 en saliva 

tiene otras implicaciones adicionales, es notorio 

que en la enfermedad periodontal estos valores 

están significativamente elevados. 

La enfermedad periodontal se asocia con niveles 

más altos de Ca
2+ 

salival que la salud periodontal, 

lo que indica que el nivel de Ca
2+

 de la saliva 

podría ser un factor de riesgo para el desarrollo de 

enfermedades periodontales (1). Asimismo, puede 

ser un factor indicador de la enfermedad. 

Estos hallazgos podrían ser de utilidad en el 

diagnóstico de la enfermedad periodontal 

utilizando la saliva. 
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Los modelos animales con insectos, permiten evaluar desordenes nutricionales asociados a los mecanismos de reservas energéticas tales 

como diabetes y obesidad, debido a que es un proceso conservado evolutivamente. En los insectos los triglicéridos y los ésteres de 

colesterol son metabolizados en ácidos grasos libres, monoacilgliceroles y esteroles libres en el intestino. Los lípidos digeridos pueden 

ser absorbidos por las células intestinales donde los triglicéridos son empaquetados junto con el colesterol, los esteres de colesterol y 

proteínas transportadoras, siendo almacenados en cuerpos grasos, intestino  y oenocitos. Con el objeto de establecer un método de 

determinación de triglicéridos en el bioensayo del gorgojo del arroz se realizó la extracción de grasas con diferentes soluciones, NaCl 

8,5g/L, tritón X-100 1%, DMSO 5% y la mezcla de los tres, realizando o no la extracción previa de grasas con el método del éter de 

petróleo. Empleando estuches comerciales enzimáticos, se demostró que la extracción con tritón X-100 1%, resulta ser altamente 

efectiva para la cuantificación de triglicéridos. Se demostró adicionalmente que la extracción permite cuantificar colesterol 

enzimáticamente. Los resultados preliminares indican que este parámetro podría ser ventajoso para el estudio nutricional de  dietas ricas 

en grasa o suplementadas con omega 3. 

 

  

Introducción 

Los animales han evolucionado de tal forma que los 

excesos de grasas y azucares que no son requeridos 

metabólicamente para la formación de energía y de 

otros compuestos son almacenados en reservorios,  

como una función biológica indispensable para la 

supervivencia en tiempos de ayuno y cambio en la 

disponibilidad de nutrientes (6,12,14). Estudios 

recientes han demostrado que el empleo de modelos 

nutricionales animales con insectos, como es el caso 

de  Drosophila melanogaster (uno de los más 

estudiados) permiten evaluar desordenes en los 

mecanismos de las reservas energéticas asociadas a 

la diabetes y la obesidad.  

 

En los insectos en condiciones de alimentación 

normal, los triglicéridos dietarios y los ésteres de 

colesterol son metabolizados en ácidos grasos libres, 

monoacilgliceroles y esteroles libres en el intestino. 

Los lípidos digeridos pueden ser absorbidos por las 

células intestinales donde los triglicéridos son 

empaquetados junto con el colesterol, los esteres de 

colesterol y proteínas transportadoras para formar 

lipoproteínas que son transportadas a través del 

cuerpo; la mayoría de estos lípidos residen en los 

cuerpos grasos, aunque pueden estar presentes en el 

intestino  y en oenocitos de larvas y adultos (14). De 

este modo en los insectos, al igual que en los otros 

individuos de la escala animal, la composición 

lipídica y sus proporciones pueden variar de acuerdo 

al fenotipo y la dieta (6). Estos metabolitos tienen la 

ventaja de que pueden ser cuantificables bien sea por 

métodos colorimétricos, enzimáticos o 

cromatográficos (14), permitiendo medir la 

variación y hacer un seguimiento de los mimos 

aplicando dietas controladas. En cuanto a los 

métodos de determinación del glicerol, el triglicérido 

es hidrolizado para remover los ácidos grasos y así 

determinar el glicerol libre, cuya concentración es 

equivalente a la del triglicérido. En los métodos 

enzimáticos  se realizan midiendo el glicerol 

contenido en las moléculas de triglicéridos luego de 

una hidrólisis química o enzimática (lipasas 

combinadas con proteasas) para remover ácidos 

grasos, resultando ser una técnica directa rápida, 

específica y de alta sensibilidad. Uno de los métodos 

más empleados se basa en la reacción acoplada con 

cuatro enzimas: 1) lipasa,  hidroliza los triglicéridos 

a glicerol y ácidos grasos; 2) glicerol quinasa, la cual 

fosforila al glicerol, formando glicerol 1-fosfato; 3) 

glicerol fosfato oxidasa, quien oxida al glicerol 1-

fosfato, formando dihidroxiacetona-fosfato y 

peróxido de hidrógeno y 4) la peroxidasa (que en 

presencia de la 4-aminofenazona forma una quinona 

de color rosado a partir del peróxido de hidrógeno). 

La  ventaja de este método es que  ha sido adaptado 

por diversas casas comerciales para la elaboración 

de kits diagnósticos que pueden ser utilizados de  

manera manual o automatizada (15).  

 

El gorgojo de arroz Sitophilus oryzae L. ha 

demostrado ser un modelo animal exitoso para 

estudios nutricionales. Éste se sustenta en el hecho 

de compartir con los animales superiores los mismos 

requerimientos nutricionales (carbohidratos, grasas,  

proteínas) y las rutas metabólicas  para la utilización 
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de dicho nutrimento han sido conservadas a lo largo 

de la escala evolutiva. Mediante dicho modelo se 

han logrado identificar diferentes biomarcadores; 

destacándose el monitoreo de la supervivencia y el 

peso corporal,  la determinación de la composición 

corporal (agua, grasa, proteínas, carbohidratos y 

otros), excreción de ácido úrico, actividad de la alfa 

amilasa intestinal. Todos los biomarcadores antes 

mencionados se han utilizado en la evaluación del 

valor nutritivo de diversos alimentos (2,3,4,5,8,9,10, 

11,16).  

Actualmente se conoce la importancia que tiene el 

consumo de grasas poliinsaturadas como el omega 3 

para la salud de la población. La industria 

alimenticia ofrece una variedad de productos 

suplementados con dicho compuesto. Si quisiéramos 

conocer el efecto que tienen esos alimentos sobre el 

organismo, midiendo en el gorgojo de arroz la grasa 

corporal, sin cuantificar el contenido de triglicéridos 

y otros componentes grasos como el colesterol, no 

podríamos observar el efecto real que ellos 

producen. Esta es la razón por la cual,  en el 

Laboratorio de Bioquímica Nutricional y 

Metabolismo nos encontramos enfocados en la 

estandarización de métodos para la determinación de 

los triglicéridos y el colesterol.  

 

Estandarización del método para la determinación 

de triglicéridos 

Se utilizaron gorgojos adultos de arroz, Sitophilus 

oryzae L. (Coleoptera: Curculionidae), cultivados en 

el Laboratorio de Bioquímica Nutricional, estos 

individuos son mantenidos en frascos con arvejas 

verdes peladas y partidas almacenados en oscuridad 

a 25
o
C. Una vez transcurridos 15 días, los insectos 

padres son retirados de los cultivos para después de 

de 3 a 4 días cuando ocurre la emergencia de la 

progenie obtener la F1, poblaciones relativamente 

homogéneas de insectos con una edad y una masa 

corporal semejantes (7). Nosotros seleccionamos 

individuos adultos (triplicados) con un peso 

promedio de 1,8+0,5 mg. Los cuales una vez 

pesados se mantuvieron congelados a -20
0
C hasta su 

procesamiento. El primer paso para la 

estandarización de este ensayo fue la determinación 

de la cantidad de agua y grasa corporal, que se 

realizaron según el método establecido por la AOAC 

International (1).  Para la estimación del contenido 

de grasa los insectos deshidratados, se colocaron en 

un homogeneizador Potter-Elvehjem con 2 mL de 

éter de petróleo  y se homogeneizaron, con 10 

golpes a 1.000 rpm, trasvasándose la suspensión a 

un tubo de ensayo de dimensiones 75 x 10 mm 

realizando la eliminación de restos cuticular por 

precipitación. La extracción con éter fue realizada 3 

veces y la grasa se determinó por diferencia de peso 

una vez evaporado el solvente. De este modo se 

estimó que el porcentaje de grasa corporal de 10,4% 

+ 1,4. Conociendo el porcentaje total de grasas 

corporales procedimos a la estandarización de un 

método de extracción de las mismas que permitiera  

la cuantificación de triglicéridos sin afectar la 

actividad enzimática del estuche comercial de los 

laboratorios CHEMROY. De esta forma se 

utilizaron diferentes solventes: NaCl 0,85%; 

dimetilsulfóxido 5% (DMSO) y tritón X-100 (T, 

detergente no iónico). Las concentraciones utilizadas 

para cada uno de los compuestos fueron las 

adecuadas  para las enzimas que emplea el kit 

anteriormente mencionado.   Se preparó de este 

modo una mezcla compuesta de NaCl 0,85%/ 

DMSO/ tritón X-100 incluyendo los respetivos 

controles de cada solución por separado, como se 

indica en la Tabla 1.  

 
Tabla 1. Soluciones empleadas para la extracción de 

triglicéridos. 
 

Mezcla 

 

Componentes 

Extracción previa 

con éter 

T T 1% No 

N NaCl 0,85% No 

D DMSO 5% No 

TND T 1%/NaCl 0,85% / DMSO 5% No 

ET T  1% Si 

EN NaCl 8,5g/L Si 

ED DMSO 5% Si 

ETND T 1%/NaCl 0,85% / DMSO 5% Si 

 

Con cada una de estas soluciones se prepararon 

homogenatos de 30 individuos, se colocaron en un 

homogeneizador Potter-Elvehjem con 2 mL de cada 

mezcla y se homogeneizaron, con 10 golpes a1.000 

rpm. El sobrenandate fue centrifugado durante 15s a 

8.000 Xg para eliminar los residuos cuticulares. 

Adicionalmente con el objeto de determinar si la 

extracción previa con éter de petróleo afectaba la 

actividad enzimática; una vez extraída la grasa 

corporal por este método en vidrios de reloj, la 

misma fue resuspendida en las soluciones 

especificadas en la Tabla 1. Todas las mediciones se 

realizaron por triplicado y las muestras se 

mantuvieron a -20
o
C por un máximo de 48 horas 

hasta su procesamiento. Para la cuantificación 

enzimática de triglicéridos se empleó el estuche 

comercial de los laboratorios CHEMROY ® No. 

CR313, CR315 de acuerdo a las instrucciones de la 

casa fabricante.  Además, a modo comparativo, se 

realizaron dos curvas de calibración: una con 

glicerol grado molecular a 200 mg/dL y otra con el 

estándar comercial del estuche el cual contiene una 

solución equivalente a  200 mg/dL de trioleína 

(triglicérido derivado del glicerol). Mediante estas 
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curvas de calibración se calculó el porcentaje de 

triglicéridos obtenido para cada uno de los 

compuestos de extracción a fin de determinar el de 

mayor rendimiento. El tritón X100 1% y la mezcla 

NaCl 8,5g/L/ DMSO/ tritón X-100 resultaron ser los 

más óptimos, para cualquiera de los dos 

procedimientos de extracción de grasa. Sin embargo, 

como se muestra en la Fig. 1, se obtuvo  un mayor 

rendimiento  cuando no se extrajo previamente con 

éter de petróleo (A y D). Además, se encontró que ni 

la solución salina (NaCl 0,85%, B) ni la solución 

compuesta por DMSO al 5%  (C), permitieron la 

extracción de grasas y posterior cuantificación de los 

triglicéridos (Fig. 1), determinándose que el 

detergente tritón X-100 al 1% es el compuesto por el 

cual se puede extraer la grasa y que no afecta la 

actividad enzimática. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Comparación entre los porcentajes de 

triglicéridos obtenidos con los compuestos de extracción 

de grasa. Medidos con dos curvas de calibración 

elaboradas con una solución patrón de trioleína y una de 

glicerol. T: Tritón X-100 1%; N: NaCl 0,85%; D: DMSO 

5%;  TND: Tritón X-100 1% / NaCl 0,85%/DMSO 5%. El 

prefijo E representan los mismos compuestos, donde la 

grasa fue previamente extraída con éter de petróleo. 
 

Con la finalidad de validar el ensayo se enviaron 

alícuotas de las mismas muestras procesadas con las 

que se logró la extracción de triglicéridos  al 

laboratorio clínico Elizabeth Gutiérrez para la 

elaboración de un perfil lipídico el cual incluyó la 

cuantificación enzimática automatizada de 

triglicéridos, colesterol total, LDL-colesterol, HDL-

colesterol y VLDL-colesterol empleando el equipo 

semiautomático Olympus modelo AU 640 (Albany, 

USA).  

La Fig. 2 muestra la comparación entre el porcentaje 

de triglicéridos medidos en el gorgojo de arroz 

mediante el kit utilizado y el método de medición 

semiautomático. Como puede observarse en dicha 

figura, no existen diferencias estadísticamente  

significativas entre   la extracción de grasa con tritón 

X-100 1 % (T) y la mezcla (TND). Asimismo no 

existen diferencias significativas entre los 

tratamientos previos con éter de petróleo (ET y 

ETND). 

 
Figura 2. Comparación entre los porcentajes de 

triglicéridos obtenidos por el método manual (medido con 

dos curvas de calibración elaboradas con una solución 

patrón de trioleína y con una de glicerol) y 

semiautomatizado (SA). T: Tritón X-100 1%;   TND: 

Tritón X-100 1%/NaCl 0,85%/DMSO 5%. El prefijo E 

representa los mismos compuestos, donde la grasa fue 

previamente extraída con éter de petróleo. 

 

Finalmente, se encontró que estos métodos 

resultaron útiles para evaluar, mediante el perfil 

lipídico enzimático,  el porcentaje de colesterol total, 

de baja y alta densidad, encontrándose que los 

porcentajes para el HDL-colesterol y LDL-colesterol 

resultaron ser negativos en todas las muestras, 

mientras que los valores de colesterol total tuvieron 

una variación ente 1,4+0,1 para T y TND, y de 

0,7+0,5 para ET y ETD manteniéndose el mismo 

comportamiento en las mediciones obtenidas para la 

determinación de triglicéridos, mientras que el 

VLDL-colesterol no pareció variar 

independientemente el método de extracción 

aplicado. De este modo se obtuvo un 0,1% de 

colesterol total con todos los métodos de extracción 

empleados y un 1,3 + 0,1 de VLDL-colesterol  

cuando la extracción fue realizada con tritón. Es 

importante destacar que la suma de los valores 

obtenidos entre triglicéridos, colesterol total y 

VLDL-colesterol no superaron el % total de grasas 

caporales obtenidas encontrándose en mayor 

proporción de triglicéridos que de los otros dos 

componentes lipídicos (hasta un 6,8%), lo cual 

valida los métodos de extracción y cuantificación 

empleados.  

Los resultados obtenidos nos permitieron establecer 

un método de cuantificación de triglicéridos y otros 

componentes lipídicos a través de ensayos 
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enzimáticos que pudieran ser aplicados en el 

bioensayo del gorgojo del arroz. Actualmente se 

están haciendo pruebas para evaluar las variaciones 

de los mismos sometidos a diferentes dietas. La 

determinación de triglicéridos  y otros componentes 

lípidos en insectos utilizando métodos enzimáticos 

que usualmente son empleados para la 

determinación de muestras clínicas; ha sido 

previamente validado en D. melanogaster, donde se 

ha encontrado variaciones significativas cuando son 

sometidas a dietas con diferentes contenidos de 

glucosa (12,14). En abejas (Apis mellifera) se ha 

determinado que el contenido de triglicérido se 

modifica cuando son sometidas a dietas altas en 

cafeína (13). Por tanto consideramos que es un 

método aplicable en el sistema experimental del 

gorgojo del arroz para evaluar efectos nutricionales 

de las diferentes dietas rica en azúcares o con 

suplementos de ácidos grasos insaturados.   
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Para la bioingeniería de tejidos un elemento clave es el tipo de sustrato que se utilice, un andamio donde las células 

puedan adherirse, promoviendo así la migración, la proliferación y diferenciación celular que van a permitir la formación 

del nuevo tejido in vitro. El uso de biomatrices en los cultivos celulares permite entonces ubicar las células 

espacialmente y así poder regular sus funciones, lo cual resulta importante en la inducción de la expresión de un fenotipo 

en particular. En esta revisión vamos exponer algunos resultados sobre la utilización de biomatrices naturales, tales 

como el colágeno tipo I, donde se sembraron células mesenquimales provenientes de la pulpa dental humana para 

analizar su potencialidad de diferenciación odontogénica–osteogénica in vitro. Asimismo, se usó el estroma de la 

membrana amniótica humana (MAH) que particularmente funciona como un biosustrato tridimensional que simula un 

microambiente y un soporte estructural similar al que se encuentra en condiciones nativas, permitiendo así examinar las 

características morfológicas, propiedades de adhesión, interacción intercelular y expresión de algunos marcadores 

particulares, bajo la influencia de diferentes condiciones de criopreservación. 

 

Introducción 

La ingeniería de tejidos es una ciencia que se 

encarga de desarrollar sustitutos biológicos con el 

fin de restaurar, mantener y mejorar la función de 

tejidos perdidos o lesionados por traumas o 

enfermedades. Para la reconstrucción de estos tejidos 

in vitro, generalmente se usan células obtenidas del 

mismo paciente y se cultivan en una matriz 

tridimensional para luego ser implantados in vivo; 

luego de cierto tiempo estas células van a contribuir 

a la regeneración el tejido dañado. 

 

Estos sustratos tridimensionales brindan a las células 

una plataforma donde éstas puedan adherirse 

promoviendo así su proliferación y diferenciación en 

la formación del nuevo tejido. Por lo tanto, el diseño 

y selección de los biomateriales usados como 

soporte es un paso importante en la bioingeniería 

tisular (6). La biomatriz ideal debe ser 

biocompatible, permeable, con propiedades de 

elasticidad, flexibilidad y de plasticidad para el 

reemplazo del tejido, que dependen básicamente de 

la composición de la matriz extracelular (10). Entre 

los materiales que más se han utilizado para la 

elaboración de biomatrices naturales están los 

colágenos y sus derivados.   

 

En relación a la ingeniería del tejido pulpar, la 

matriz de colágeno tipo I ha sido un soporte 

atractivo, considerando que el colágeno es uno de 

los componentes de la pulpa dentaria. En este 

sentido, se van a exponer algunos resultados de 

células mesenquimales   provenientes  de  la  pulpa  

dentaria sembradas sobre este tipo de matriz y en 

presencia de medios inductores para analizar su 

potencialidad de diferenciación odontogénica–

osteogénica in vitro. La selección de este soporte o 

matriz es de vital importancia para inducir y conferir 

la formación optima de un nueva matriz de dentina. 

 

Por otra parte, uno de los más antiguos biomateriales 

empleados como sustrato es la membrana amniótica 

humana (MAH). Recientemente se está utilizando 

como matriz tridimensional donde pueden crecer las 

células y diferenciarse para ser usada en la medicina 

regenerativa, específicamente se ha utilizado en el 

tratamiento de tejidos dañados en pacientes con 

osteoartritis, vitíligo (9); además también  se está 

utilizando como una nueva fuente de obtención de 

células madre epiteliales y mesenquimales (7). La 

membrana amniótica puede ser utilizada con su 

estructura integra, ya sea con el epitelio amniótico 

(MA intacta) o sin éste (MA denudada) (8).  

 

Para usarlo como sustrato nativo es importante 

mantener las características morfológicas y 

fisiológicas cuando se criopreserva el estroma a 

bajas temperaturas (2).  En este contexto, nos 

planteamos cultivar células epiteliales de la 

membrana amniótica humana sobre el estroma de la 
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MAH denudada con el objetivo de evaluar su 

potencial uso como biosustrato tridimensional bajo 

la influencia de diferentes condiciones de 

criopreservación. 

Materiales y métodos 

Las membranas amnióticas son obtenidas de 

placentas humanas provenientes de partos por 

cesáreas, bajo consentimiento informado de las 

madres gestantes y con la aprobación del Comité de 

Bioética de la Facultad de Ciencias de la 

Universidad Central de Venezuela. 

Las placentas se transportan a 4
o
C al laboratorio y se 

separa manualmente la membrana amniótica del 

corión de la placenta y seguidamente se lava con 

Solución Búfer de Fosfato libre de calcio y 

magnesio (PBS). Las secciones de tejido son 

incubadas con una mezcla de la enzima Dispasa II 

1,2 U/mL a 4°C durante 18 horas para 

posteriormente llevar a cabo la denudación de la 

membrana amniótica. Seguidamente, los trozos de 

tejido se transfieren a una placa de Petri y con la 

ayuda de un rastrillo se obtienen las células 

epiteliales y se siembran con medio Eagle 

modificado por Dulbecco (DMEM)-F12 

suplementado con 15% de Suero Fetal de Bovino 

(SFB), 1% de Aminoácidos no esenciales, 1% de 

Antibióticos – Antimicótico, 10 ng/mL de Factor de 

Crecimiento Epidermal (EGF), 2mM de L-

Glutamina y 1mM de Piruvato  de Sodio, en placas   

cubiertas previamente con una película de gelatina.  

 

Criopreservación del estroma de la membrana 

amniótica 

Los trozos de tejidos denudados y sin denudar de la 

MAH fueron criopreservados con glicerol o por 

vitrificación. Las secciones de tejido fueron 

mantenidas en medio de congelación DMEM: 

Glicerol a 4ºC, en una proporción y guardadas en el 

congelador a -70°C.  Para la vitrificación de la 

membrana amniótica, las secciones de tejido fueron 

incubadas en una solución de equilibrio con 20% 

Etilenglicol por 10 minutos. Posteriormente, se 

incubó en la solución de vitrificación a 4ºC, que 

contenía 40% Etilenglicol, 18% Linfoprep, 0,3M 

Sacarosa y 20% SFB, y se sumergieron directamente 

en nitrógeno líquido a -180°C. Con el fin de evaluar 

el efecto de la criopreservación sobre la membrana 

amniótica denudada y sin denudar, las muestras 

fueron descongeladas a 37°C, se rehidrataron en 

solución PBS y se fijaron con Formalina al 10% para 

luego realizar la evaluación histológica 

correspondiente con Hematoxilina-Eosina. 

 

Cultivo de las células epiteliales sobre el estroma de 

la membrana amniótica (CEMAH) 

La población homogénea de células epiteliales con 

morfología poligonal obtenidas del cultivo primario 

y de subcultivos, fueron utilizadas para la siembra 

sobre el estroma de la membrana. La suspensión 

celular fue sembrada sobre el biosustrato 

tridimensional para cada una de las condiciones a 

ensayar, dejando transcurrir 2 días para que las 

células se adhirieran al sustrato biológico. 

Posteriormente, se incubó a 37ºC en atmósfera 

húmeda al 5% de CO2 por 10 y 14 días. Transcurrido 

el tiempo, los cultivos tridimensionales se fijaron 

con Formalina al 10% y finalmente se realizaron las 

evaluaciones histológicas correspondientes.  

 

Establecimiento de cultivos primarios y subcultivos 

de células madre mesenquimales de la pulpa dental 

(CMPD)  

Se seleccionaron pacientes jóvenes entre 15 y 24 

años que acudieron a la clínica de Especialidades 

Odontológicas CEOMED y al Servicio de Cirugía 

Bucal del Postgrado de Cirugía de la Facultad de 

Odontología, a quienes se les extrajeron 

quirúrgicamente los terceros molares bajo 

consentimiento informado. Posteriormente, los 

órganos dentarios fueron llevados al Laboratorio de 

Cultivo para obtener la pulpa dentaria según la 

metodología de Camejo y col.  (3).  Brevemente, los 

molares se limpian y desinfectan, para luego 

exponer y extraer el tejido pulpar. Para aislar las 

células, la pulpa se colocó en una mezcla de 

solución enzimática de 4mg/mL de colagenasa tipo I 

y 2mg/ml de Dispasa. La suspensión celular 

obtenida se sembró con DMEM-F12 suplementado 

con 15 % SFB, 100 μM L-ácido ascórbico 2-fosfato, 

2 mM L-glutamina, 1% de Antibióticos –

Antimicótico.  Los cultivos primarios fueron 

incubados a 37
o
C, en atmósfera húmeda con 5% de 

CO2, hasta alcanzar la semiconfluencia, luego se 

procedió a realizar los subcultivos con el fin de 

amplificar la población de células madre 

mesenquimales. Las células aisladas de la pulpa 

dentaria del tercer subcultivo fueron sembradas 

sobre o inmersas en una matriz tridimensional de 

colágeno tipo I y en presencia de medio nutritivo 

inductor hacia los linajes odontogénico-osteogénico 

que contiene 10mM de betaglicerofosfato, 10
-8

 mM 

de dexametasona y 50 ug/mL de ácido ascórbico. La 

diferenciación de las células mesenquimales de la 

pulpa dentaria se evaluó por medio de la morfología 

celular, la presencia de nódulos calcificados 

detectados con la coloración histoquímica de Rojo 

Alizarina y la expresión inmunohistoquímica de la 

Sialoproteina Dentaria (DSP). 

 

Resultados y discusión 
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En este trabajo se ensayó el cultivo de células 

epiteliales amnióticas sobre el estroma amniótico 

avascular fresco, criopreservado con glicerol y 

vitrificado usando como estrategia de cultivo, el 

cultivo tridimensional. Particularmente, el uso de 

este modelo de cultivo permite examinar las 

características morfológicas, la proliferación e 

interacción intercelular de las células epiteliales 

amnióticas sobre el biosustrato. 

Para usar el estroma de la MAH como andamio se 

usó la Dispasa II, que permite remover el epitelio de 

la membrana amniótica humana y mantener una 

membrana basal intacta.  Por otra parte, las células 

epiteliales obtenidas a partir de la membrana 

amniótica humana se mantuvieron in vitro con la 

morfología poligonal y uniones intercelulares 

equivalentes al tejido nativo.   

Al examinar histológicamente las características 

morfológicas de las muestras del estroma de la 

membrana amniótica denudada y posteriormente 

criopreservadas tanto por glicerol como por  

vitrificación  (resultados no mostrados), se  aprecia  

que la membrana basal y la matriz extracelular del 

estroma mantienen sus características intrínsecas 

después del tratamiento sugiriendo que la 

criopreservación con glicerol y por vitrificación 

permite conservar el estroma de la membrana 

amniótica para ser usado como biosustrato 

tridimensional en los cultivos celulares. 

 

Evaluación morfológica de las células CEMAH 

cultivadas sobre el estroma de MAH 

Los cambios morfológicos y funcionales de las 

células epiteliales amnióticas cultivadas sobre el 

estroma de la membrana amniótica humana fueron 

evidenciados mediante observaciones periódicas al 

microscopio de contraste de fase, evaluaciones 

histológicas y por la determinación antigénica de 

Pan-CK y E-cadherina.  

Los resultados de los cultivos de las células 

epiteliales amnióticas humanas sobre el estroma de 

la membrana amniótica humana variaron 

dependiendo del estroma si era fresco, 

criopreservado con glicerol o vitrificado, por lo que 

se describirán los resultados más resaltantes.  

 

Con respecto a los cultivos primarios de células 

epiteliales amnióticas cultivadas sobre el estroma de 

la membrana amniótica en fresco sin 

criopreservación, se observa una alta adhesión de las 

células epiteliales sobre dicha capa estromal  y un 

crecimiento en monocapa de las células epiteliales 

amnióticas las cuales se distribuyeron uniformemente 

sobre la superficie del estroma fresco y además 

mostraron una excelente integración con el tejido, 

manteniendo la morfología y estructura típica de 

células epiteliales donde inclusive se aprecia una 

estrecha unión intercelular, semejante a un epitelio 

simple (Figura 1A). En cuanto a los 

 
Fig. 1. Evaluación morfológica de las CEMAH cultivadas sobre 
Estroma-MAH. A- EMAH fresco. Sección histológica, 17 días de 
cultivo. 250X. B.- EMAH vitrificado. 14 días de cultivo. 250X. C.- 
EMAH criopreservado con glicerol. 17 días de cultivo.  200X. D.- 

1
er

 Subcultivo de CEMAH sobre EMAH vitrificado. 7 días de 
cultivo. 250X. Secciones histológicas Coloración Hematoxilina-
Eosina. 

 

cultivos de las células epiteliales sobre el estroma de 

la membrana amniótica vitrificada se aprecia  un 

comportamiento similar a lo observado en los 

cultivos sobre la membrana amniótica en fresco; es 

decir, un gran número de células epiteliales 

adheridas al biosustrato tridimensional vitrificado 

(Figura 1B), las cuales proliferaron rápidamente a 

medida que transcurrieron los días de cultivo hasta 

formar una monocapa (Figura 1B). Sin embargo, al 

observar características histológicas de estas células 

epiteliales sobre el estroma vitrificado, se pudo 

evidenciar un tapizado simple e interrumpido de 

células en algunas zonas donde  no hubo una buena 

adhesión, mientras que cuando se usan celulas 

epiteliales subcultivadas forman una capa continua y 

simple de celulas, indicando una buena integracion 

celular con el estroma vitrificado (Figura 1D).  

En contraste a lo observado anteriormente las células 

epiteliales amnióticas sobre el estroma de la 

membrana amniótica criopreservada con glicerol, se 

pudo observar poca adhesión de las células 

epiteliales al sustrato amniótico criopreservado y 

una baja proliferación celular a medida que 

transcurrieron los días de cultivo (Figura 1C). 

 

Diferenciacion de células CMPD 

En relacion a la diferenciación de las células 

mesenquimales de la pulpa dentaria en células 

semejantes a odontoblastos, en cultivos 

tridimensionales de la matriz de colágeno se pudo 

observar que las células sobre dicha matriz  cambian 

su morfologia fusiforme tipica de las células 
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indiferenciadas a una forma poligonal (Figura 2A), 

en algunas células se aprecia polarización con 

prolongaciones citoplasmáticas semejante a 

odontoblastos; estos mostraron una expresión de 

moderada  a intensa con DSP al ser comparada con 

el control, además la matriz se observa fibrosa y 

densa (Figura 2C y D).  

En las células mesenquimales de la pulpa dentaria 

cultivadas inmersas en la matriz de colágeno, se 

observaron multiples nódulos calcificados y zonas 

difusas de mineralización de fosfato de calcio 

cuando se colorearon con el rojo de Alizarina  

(Figura 2B) en comparación con el control, donde   

muy pocas células estuvieron  rodeadas de matriz 

mineralizada. Se ha señalado que el potencial 

odontogénico de las células de la pulpa dentaria se 

describe a través de la formación de depósitos 

calcificados, en los sistemas de cultivo (4). La 

expresión de la DSP determinada por 

inmunohistoquímica incrementa a medida que 

transcurre el tiempo; esto nos puede indicar que 

dentro de la población heterogénea existen células 

progenitoras del linaje odontoblástico que bajo el 

microambiente proporcionado in vitro son  capaces 

de sintetizar y secretar esta proteína como se 

corroboró con la expresión bioquímica de la DSP en 

los cultivos inducidos  (resultados no mostrados). 

  
Figura 2. Cultivo de células mesenquimales de la pulpa dental 

humana. 

 A. Población de células con morfología fusiforme en sistema 2D. 3er 

pasaje 100X. Contraste de fases. 200X B. Células inmersas en la matriz de 
colágeno tipo I donde se pueden apreciar los depósitos de fosfato de 

calcio que se colorea con el Rojo Alizarina. 21 días de cultivo en 

presencia de medio osteogénico.400X. C. Células creciendo sobre la 
matriz de colágeno. Coloración Hematoxilina-Eosina. 400X D.  Algunas 

células marcadas positivamente cuando se realizó el ensayo de 

inmunohistoquímica en contra de la proteína DSP.400X. 

 

En base a los resultados obtenidos se puede indicar 

que las células mesenquimales de la pulpa dentaria 

se indujeron a la diferenciación odontogénica –

osteogénica bajo las condiciones suministradas en 

este estudio, coincidiendo con lo planteado por otros 

autores (1,5). 
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A algunos fármacos como los agentes anticancerosos, se le atribuyen efectos secundarios negativos por su acción fuera del 

blanco terapéutico. Un objetivo global, en la investigación biomédica y farmacéutica, es la liberación controlada del 

fármaco en el lugar de destino biológico y en cantidades óptimas ocasionando el menor efecto secundario. El objetivo de 

esta investigación fue estandarizar un protocolo que permitió obtener micro/nanopartículas para encapsular un agente 

anticáncerigeno (5-Fluoracilo) utilizando alginato de sodio como material base para la encapsulación. Para ello, se 

combinaron los métodos de emulsificación y gelación iónica. Se hicieron ensayos bajo condiciones simuladas de medio 

gastro-intestinal para verificar el proceso de liberación de los fármacos y su potencial aplicación. Ensayos de citotoxicidad 

fueron realizados usando células MCF7 y SKBr3 (cáncer de mama humano) mediante el método del MTT en presencia de 

nanopartículas cargadas con el fármaco anticáncerigeno y sin carga. Los ensayos de citotoxicidad sobre las células SKBr3 

evidenciaron un mayor efecto cuando se administra el 5-fluoracilo en nanopartículas de alginato que cuando se aplica el 

fármaco libre. Estos interesantes y novedosos resultados demuestran la alta potencialidad de estas nanopartículas en 

aplicaciones farmacológicas, y abren una ventana para estudiar estos sistemas en otras líneas tumorales y con compuestos 

naturales y sintéticos previamente evaluados en el laboratorio.  

  

Introducción  

El cáncer es un proceso de crecimiento y 

diseminación no controlada de las células. Puede 

aparecer prácticamente en cualquier lugar del 

organismo. Muchos tipos de cáncer se podrían 

prevenir evitando la exposición a factores ó agentes 

de riesgo comunes al que estamos expuestos en la 

cotidianidad por las actividades realizadas por el 

hombre como el humo de tabaco y otros (1). Un 

porcentaje importante de esta enfermedad puede 

curarse mediante cirugía, radioterapia o 

quimioterapia, especialmente si es detectada en fase 

temprana (6). Asimismo, la población ha puesto en 

práctica su conocimiento popular tomando como 

fuente lo que le proporciona la naturaleza a través de 

las plantas, hojas, tallos, flores y frutos como un 

recurso alternativo a la medicina convencional. 

Debido a esto, los metabolitos extraídos de distintas 

partes de la planta y frutos han sido un recurso para 

tal fin, como los seco-ent kauranos obtenidos de hojas 

y flores del Croton caracasana que presentan 

actividad antiinflamatoria y antitumoral sobre 

diferentes líneas de cáncer humano (11,12), así otros 

obtenidos de la especie Croton presentaron actividad 

antitumoral para las células de cáncer de próstata 

humano (PC3) y de útero (HeLa) diferentemente 

significativo con respecto a las células control (13), 

además de los metabolitos obtenidos del Croton 

micans (compuesto dimérico) que presentaron 

actividad citotóxica sobre la línea tumoral PC3 y que 

en combinación entre ellos mismo y con drogas 

comerciales resultaron ser más activo que actuando 

por sí solo (13). Otros estudios llevados a cabo en el 

laboratorio demostraron que los extractos obtenidos 

de la pulpa y semilla de la guanábana y del ají 

presentaron actividad citotóxica sobre la linea tumoral 

PC3 y HeLa, respectivamente y en células de cáncer 

de mama (MCF-7) mostrando una alta selectividad 

con respecto a las células control (10,16). Por otra 

parte; el diseño de compuestos sintéticos mediante la 

reacción de cicloadición Diels-Alder a partir del 

eugenol e isoeugenol y obtenidas del clavo y la canela 

por el laboratorio del Dr. Vladimir Kouznetsov, han 

permitido al Laboratorio de Cultivo de Tejidos y 

Biología de Tumores del IBE  la determinación de la 

actividad biológica de más de 98 compuestos 

agrupados en varias series; los cuales han presentado 

actividad biológica en las diferentes línea tumorales 

de cáncer humano y otros organismos (8) entre los 

que se destacan el grupo de los 2-aril-4-(4-hidroxi-3-

metoxifenil)-3-tetrahidroquino-linas y la dihidrospiro 

(indolina-3,2´-quinolina)-2-ona que presentaron una 

actividad citotóxica sobre la línea tumoral de MCF-7 

y SKBr3 (cáncer de mama); siendo altamente 

selectivo para la MCF-7 con respecto a las células 

control (5), además del estudio sinergístico de dos de 
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la serie trans-2,4-diaril-r-3-metil-1,2,3,4-

tetrahidroquinolinas que evaluadas en combinación 

con drogas antineoplásicas usadas actualmente en el 

tratamiento del cáncer de mama gemcitabina y 

paclitaxel presentaron un incremento en su efecto 

citotóxico sobre la linea tumoral de forma individual 

que actuando individualmente (9). Frente a todas 

estas alternativas se presenta la posibilidad de diseñar 

formas que permitan mejorar la disponibilidad y 

eficiencia de los fármacos; lo cual ha provocado un 

incremento en la atracción dentro de la comunidad 

científica en los últimos años. Sin embargo, diversas 

propiedades de las sustancias farmacológicas, las 

limitaciones en la elección de los excipientes y, 

principalmente, las barreras fisiológicas presentan 

gran desafío para el diseño y el desarrollo del sistema 

de administración de fármacos por vía oral (4). Es por 

ello que con todo este avance actual relacionado con 

la nanotecnología se presente esta como una 

herramienta útil en un proceso que está 

revolucionando muchas áreas de la ciencia, entre ellas 

las farmacológicas y biomédicas, tales como la 

quimioterapia, la transferencia de genes, el 

diagnóstico y fototerapia que han sido objeto de 

extensas investigaciones cada vez mayor en los 

últimos años. Particularmente; el uso de las 

nanopartículas en el transporte y entrega de drogas-

anticancerigenas ha atraído interés en la esperanza de 

mejorar la eficacia de la quimioterapia y reducir los 

efectos secundarios. Las posibles ventajas de los 

sistemas de administración de fármacos de tamaño 

nanométrico que incluye la conveniencia en la 

administración, la capacidad de focalización-pasiva 

en los tejidos tumorales para mejorar la retención y 

permeabilidad (2,14). 

 

Nanopartículas. Están constituidas por alginato de 

sodio,  y presentan una relación estructural de 70/30 

de ácido malurónico y ácido galurónico, sulfato de 

zinc (ZnSO4), polivinilalcohol (PVA, 140000 g/mol), 

polivinilpirrolidona (PVP 10000 g/mol) y Tween 80 

como surfactante no-iónico en un proceso de varios 

pasos y fueron cargadas con el fármaco 5-

fluoroaracilo (5-FU) en concentraciones de 0,1 y 

0,3% m/v, permanente en agitación a temperatura 

ambiente y luego dejado en reposo . El precipitado se 

colecto por centrifugación y se congeló a -4°C por 24 

horas y finalmente liofilizado. La eficiencia de 

encapsulamiento fue determinada por la relación de la 

cantidad de fármaco presente en el sobrenadante 

empleando la técnica de espectrofotometría 

ultravioleta (UV) y la cantidad total agregada a la 

muestra dividida entre la cantidad total del fármaco 

agregado. 

 

Citotoxicidad. La citotoxicidad de las nanopartículas 

cargadas con el fármaco 5-FU, así como del fármaco 

libre fueron evaluadas “in vitro” sobre las líneas 

tumorales de cáncer de mama humano MCF-7 y 

SKBr3 en concentraciones crecientes de 0,001; 0,01; 

0,1; 1; 5; 10; 15; 25; 50 y 100 µg/mL mediante el uso 

del método del MTT en placas de 96 pozo y 

previamente sembrado con 5x10
3
 células e incubadas 

por 72 horas a 5% CO2 y 95% de humedad a 37°C. 

 

Resultados y discusión 

Cuando se usa PVA como agente tensoactivo en lugar 

de PVP ocurre un aumento de casi 10 puntos 

porcentuales en la eficiencia de encapsulación (Tabla 

1), lo que nos indica que el PVA estabiliza mejor las 

gotas en la emulsión y por tanto favorece la 

formación de un sistema más estable que influye de 

forma directa para que el fármaco permanezca dentro 

de la gota durante la formación de las partículas (3,6). 

 
Tabla 1. Porcentaje de fármaco encapsulado para los 

diferentes parámetros ensayados. 

 PVA PVP 

% 

de fármaco 
0,1 0,3 0,1 

%  

encapsulado 
90,5 ± 0,1 75,3 ± 0,1 79,2 ± 0,1 

 

Por otra parte, se controló la liberación del fármaco 

con respecto a la variación del agente tensoactivo 

exponiendo las partículas a un medio gástrico 

simulado sin enzimas (pH 1,5) por 120 min, para 

luego estas mismas partículas exponerlas a un medio 

intestinal simulado sin enzimas (pH 6,5) por 120 

min adicionales. Los resultados presentados 

muestran que las partículas preparadas con PVA y 

PVP en el medio gástrico simulado presentan una 

curva de liberación muy similar, liberándose 

alrededor de un 45% del fármaco encapsulado para 

ambos casos (Fig. 1). En el medio intestinal ocurre 

un comportamiento diferente con las partículas 

preparadas con PVP, se alcanza la liberación del 

75%, mientras que con las preparadas con PVA 

ocurre un aumento sostenido de la concentración del 

fármaco liberado en el tiempo, lográndose 

finalmente la liberación de alrededor del 98% 

después de 240 min de exposición. Las imágenes de 

microscopía de barrido en la Figura 2, muestran el 

cambio de su morfología por efecto del experimento 

(pH, tiempo y liberación del fármaco). Se puede 

apreciar que después de ser expuestas a pH simulado 

de medio intestinal; estas no presenta forma esférica. 

 

Sin embargo, la liberación del fármaco a partir de las 

nanopartículas preparadas en función de las dos 

concentraciones 0,1% y 0,3% al medio gástrico 
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simulado (pH 1,5), se observa una  liberación de 

37,3% y 48,5%; respectivamente (Fig. 2a), mientras 

que al someter las mismas nanopartículas a las 

condiciones de medio simulado intestinal (pH 6,5), 

se alcanza una liberación de 44,5% y 50,0% del 

fármaco restante (Fig. 2b). En este último caso, 

ocurre la desprotonación del ácido algínico causando 

la desintegración del sistema y logrando de esta 

forma liberar en casi su totalidad el fármaco 

encapsulado (7). 

 

 
Figura 1. Liberación de 5-Fluoroaracilo en las 

nanopartículas a diferentes pH (a) 1.5 y (b) 6.5 empleando 

PVA y  0.1% del fármaco. 

 

 
Figura 2. Liberación de 5-Fluoroaracilo  de las 

nanopartículas de alginato usando PVA y dos 

concentraciones del fármaco. 

 

Por otra parte;  la evaluación citotóxica del fármaco 

5-FU y de las nanopartículas con y sin cargas sobre 

las líneas tumorales mostraron ser un mejor vehículo 

del fármaco para las células SKBr3 con una 

disminución de su IC50 con respecto al fármaco 

libre, mientras que para las MCF-7 no se observó 

una ventaja del efecto citotóxico de las nanos 

cargadas con 5-FU con respecto al 5-FU individual. 

Tanto el alginato como el Tween 80 fueron 

evaluados individualmente sobre las células no 

mostrando ninguna actividad citotóxica, lo que 

indica que la actividad observada es producto de la 

descarga del fármaco directa y constantemente sobre 

las células. Esto nos indica que las nanopartículas 

cargadas son 77 veces más efectivas que la droga 

libre. 

 
Tabla 2. Valores de IC50 de las nanopartículas y fármaco 

evaluados en las líneas tumorales de cáncer de mama. 

Línea 

tumoral 

N(-)  

(µg/mL) 

5-FU  

(µg/mL) 

N(+) 

(µg/mL) 

SKBr3 SA 2,97±1,07 0,038 ± 0,03 

MCF-7 SA 0,43 ± 0,04 2,36 ± 1,25 

N(-): nanopartículas sin carga     SA: sin actividad 

N(+): nanopartículas con carga 

 

En el caso de la actividad para la línea celular MCF-

7 se observa un  mayor efecto citotóxico de la droga 

libre con respecto a la droga encapsulada, siendo la 

acción del fármaco libre en esta línea tumoral 

aproximadamente 5 veces más efectivo que el 

sistema de nanopartículas que contiene el fármaco. 

Wu, 2014 reportan la actividad de inhibición celular 

in vitro de nanopartículas de alginato cargadas con 

doxorubicina y otras cargadas con plaquitaxel. Estos 

autores realizaron ensayos de MTT empleando como 

línea celular MCF-7. Sus resultados muestran que 

las nanopartículas cargadas con plaquitaxel 

obtuvieron una menor actividad citotóxica que la 

droga libre, resultado muy parecido al que se obtuvo 

en este estudio con la línea celular MCF-7. Las 

nanopartículas cargadas con doxorubicina 

presentaron un mayor efecto inhibitorio, resultado 

que los autores atribuyen a los diferentes 

mecanismos de captación celular de doxorubicina 

libre y doxorubicina en las nanopartículas cargadas, 

tal vez a que la doxorubicina libre es transportada a 

las células a través de un mecanismo de difusión 

pasiva, mientras que las partículas de tamaño 

nanométrico cargadas con el fármaco entran 

posiblemente en las células mediante endocitosis. 

Después de la captación celular, el mecanismo de 

liberación de drogas en el entorno intracelular 

implica difusión del fármaco, la degradación del 

polímero debido a los ambientes ácidos (pH 4,5-6,0) 

en los lisosomas. Este mecanismo propuesto es el 

que podría estar funcionando en este trabajo con la 

línea celular SKBr3 donde las nanopartículas 

cargadas con 5-FU mostraron ser más efectivas que 

la droga libre (15). 

 

Conclusiones 

El uso del agente tensoactivo es un parámetro de 

gran importancia para el éxito de la metodología 

empleada. El PVA en este caso estabiliza el sistema 

de gelación lográndose la formación de partículas 

más pequeñas, al tiempo que se alcanza una mejor 
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eficiencia de encapsulación. Por otra parte, el 

aumento de la concentración del fármaco utilizada 

en la preparación de las nanopartículas de alginato 

cuando se usó PVA, demuestra un aumento en la 

eficiencia de la encapsulación obtenida, lo cual se 

asoció al peso molecular de este surfactante. Las 

partículas encapsuladas demostraron tener un mayor 

efecto citotóxico según los resultados del ensayo de 

MTT sobre células SKBr3, siendo estas 77 veces 

más efectiva que el fármaco libre lo que se traduce 

como una mejora considerable en la actividad del 

fármaco. 

Este tipo de trabajo con nanopartículas nos 

permitiría a futuro en nuestro laboratorio y con 

colaboración interdisciplinaria evaluar y mejorar la 

eficiencia de productos naturales y sintéticos 

previamente ensayados para en algunos de los casos 

mejorar su eficiencia. 
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El cáncer de mama es la segunda causa de muerte oncológica en mujeres venezolanas. Este tipo de patología consiste en un conjunto de 

fallas acumuladas en la regulación del ciclo celular producida por inestabilidad genética. Esto posiblemente explica la expresión anormal 

de canales de K+, además de los típicos en cantidades reguladas, los cuales son fundamentales en la determinación del potencial trans-

membrana (Vm). La actividad de este tipo de canales entre otros, es determinante para el avance en el ciclo celular; por lo que los 

inhibidores de los mismos pueden limitar la proliferación. Aunque algunos compuestos evaluados en el Laboratorio de Cultivo de 

Tejidos y Biología de Tumores, de origen natural o sintético, exhiben propiedades antitumoral no se conoce el mecanismo de acción. En 

este trabajo se revisa la actividad, realizada y en proyección, para evaluar el efecto de sustancias citotóxicas sobre las corrientes iónicas 

en líneas celulares de cáncer de mama. Además se hace mención al desarrollo de herramientas teóricas y computacionales como apoyo 

en la realización de nuevas hipótesis y la validación de modelos de interacción entre las corrientes iónicas, el Vm, el volumen celular y 

el avance en el ciclo celular. 

 

Introducción 

El transporte de iones en la membrana permite a las 

células llevar a cabo varias funciones fisiológicas. 

Una de las consideradas más importante, y bien 

estudiada, es el mantenimiento de un potencial trans-

membrana (Vm) que a su vez energiza procesos de 

transporte, transmisión y transducción de señales, 

procesos normalmente estudiados en células 

excitables (7), además del control del volumen 

celular (15). No obstante, recientemente se ha 

reunido importante evidencia que involucra a los 

canales iónicos (CIs) como parte del mecanismo de 

control de la proliferación, nivel de diferenciación 

(2,24), migración (21) y como mediadores de 

señales apoptóticas (16); procesos normales en 

células no excitables. Más aun, hay reportes que 

versan sobre la importancia de conductancias 

despolarizantes para el desarrollo del cáncer (11), 

además de representar un factor importante en la 

supervivencia de tumores, por ejemplo, mediante la 

regulación de la vascularización tumoral (5). 

Las células cancerosas presentan, de manera 

aberrada, canales que normalmente se expresan en 

células excitables; lo que representa un elemento de 

discriminación con las células no cancerosas (2,15). 

Se entiende entonces, que los CIs pueden ser blancos 

terapéuticos antitumorales, con la ventaja adicional 

de ser fácilmente accesibles desde la superficie 

extracelular. Así se ha intentado inhibir la actividad 

de CIs involucrados en procesos los vitales 

cancerosos, mencionados anteriormente (1). 

Históricamente se ha extendido de manera amplia el 

conocimiento sobre el uso de inhibidores específicos 

de distintos CIs en el estudio de las células 

excitables (7). Ahora éstos inhibidores también se 

aplican al estudio de las funciones del los CIs dentro 

de la biología del cáncer.  

 

Los canales de K
+
 y el ciclo celular 

Los canales de K
+
 tipo de canales participan en el 

control de la progresión del ciclo celular: por su 

influencia en el Vm y los mecanismos no-canónicos, 

o independientes de permeación; estos últimos son 

mecanismos que involucran interacciones proteína-

proteína (22). La importancia de estos canales para 

el ciclo celular se ha podido entender mediante el 

estudio de células cancerosas. En particular llama la 

atención la extensión de los carcinomas, cáncer de 

origen epitelial, que pueden llegar a representar 

cerca del 90 % de esta patología (15). 

 

Los canales de K
+
 y el cáncer de mama 

En Venezuela una de cada 7 muertes sucede a causa 

del cáncer; además, el cáncer de mama es la primera 
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causa de muerte en mujeres entre 45 y 65 años de 

edad, según la Sociedad Anticancerosa de 

Venezuela. Este último es la segunda causa de 

muerte oncológica en las mujeres venezolanas, y va 

en aumento, según la Asociación Civil Senosalud. El 

carcinoma ductal de mama se ha estudiado por su 

alto impacto como problema de salud pública, razón 

por la que se conocen varios detalles sobre su ciclo 

celular y los CIs de K
+
 involucrados en el mismo. 

Este tipo de carcinoma se ha estudiado mediante el 

uso de distintas líneas celulares que se diferencian 

en su respuesta a mitógenos. La MCF-7 por ejemplo 

es una línea de carcinoma ductal cuya proliferación 

responde a la estimulación con estrógenos. La 

activación de canales de K
+
, en esta línea, es crucial 

para el avance del ciclo celular a través de G1. De 

hecho se ha reportado que la regulación de la 

actividad de estos puede contribuir a la inhibición de 

la proliferación de estas células (23). 

Se han identificado cuatro tipos de canales 

identificados en la línea de cáncer de mama MCF-7. 

Estos presentan actividad que puede ser sensible a 

distintas variables: voltaje, concentración 

intracelular de calcio [Ca
+2

], o ATP (13). Hay 

importante evidencia de que la actividad de estos 

canales está involucrada con la proliferación de estas 

células por lo que estos pueden ser considerados en 

mayor o menor medida potenciales blancos 

farmacológicos en terapias anticancerosas (19). 
 

La búsqueda de compuestos antiproliferantes que 

puedan incidir sobre los canales de K
+
 

Distintas sustancias se han reportado como 

inhibidoras de la proliferación en distintas líneas 

cancerosas, incluyendo las de cáncer de mama. 

Recientemente se ha reportado que el Docetaxel es 

un agente terapéutico antiproliferante importante. 

Aunque esta droga afecta la tubulina, también se ha 

reportado un efecto inhibitorio cerca del 46,4% a 

una concentración de 10 μM sobre las corrientes de 

K
+
 en líneas celulares de cáncer de mama MDA-

MB-435S, altamente invasiva, y la MCF-7, menos 

agresiva (19). Otros compuestos provenientes del 

grupo de los flavonoides y stilbenos y sus derivados, 

naturales o sintéticos, inducen efectos citotóxicos 

sobre distintas líneas cancerosas. En particular un 

derivado prenilico de la naringenina, el 8-

prenylnaringenin, un fitoestrógeno, inhibe la 

proliferación e induce apoptosis en MCF-7. Además, 

arriba de 10 μM este compuesto resultó inhibir 

completamente el canal dependiente de voltaje 

Kv1.3 en células T Jurkat (20). No obstante, aunque 

la línea MCF-7 presenta este canal, no se sabe si el 

efecto antiproliferante debe a la inhibición sobre el 

mismo. 

En colaboración con el Laboratorio de Cultivo de 

Tejidos y Biología de Tumores se ha comenzado a 

evaluar el efecto de compuestos con actividad 

antiproliferante sobre las corrientes ya reportadas 

para la línea celular MCF-7, entre otras. El 

mencionado laboratorio ha evaluado compuestos 

derivados de tetrahidroquinolinas (THQ) 

sintetizados incorporando una subunidad 4-metoxi-

3-hidroxifenil, también con propiedad anticancerosa. 

Así se ha evidenciado la actividad citotóxica sobre 

las líneas MCF-7 y SKBr3 de cáncer de mama y 

PC3 de cáncer de próstata, lográndose valores de 

IC50 entre 7,99 y 15,14 μM (10). Además se ha 

evaluado el efecto citotóxico de los derivados de 

THQ en combinación con drogas anticancerosas 

como paclitaxel y gemcitabine, obteniéndose 

intensificación citotóxica sinérgica a 

concentraciones inferiores a 1 μg/mL (12). Más 

recientemente se han reportado efectos citotóxicos 

de sustancias extraídas de plantas con usos 

medicinales tradicionales como Croton malambo y 

Strychnos fendleri. De la primera se obtuvieron 

diterpenos y se probaron en distintas líneas 

celulares, incluyendo las de cáncer de mama, 

obteniéndose un IC50 entre 0,017 y 0,2 μM (17); 

mientras  de la última planta se obtuvo un glucosido 

fenólico con IC50 entre 0.090 y 0.227 μM (18). 

Entonces hay varios compuestos que tiene efecto 

citotóxico sobre las líneas celulares mencionadas, de 

los cuales no se sabe el mecanismo de acción. Si los 

compuestos naturales limitan la proliferación es 

porque están actuando sobre el sistema de control 

del ciclo celular. Como ya se ha descrito para MCF-

7, entre otros tipos celulares, la actividad de los 

canales de K
+
 determina el avance en el ciclo. Es 

posible entonces que los compuestos están actuando 

sobre la actividad de los canales mencionados. Con 

estas hipótesis se plantea la evaluación de los 

compuestos sobre las corrientes de K
+
 en las líneas 

celulares de cáncer de mama.  
 

Material y metodología para la obtención de las 

corrientes 

La evaluación de las corrientes en las líneas 

celulares se realiza mediante la técnica de Patch 

Clamp en modo de célula completa. En esta técnica 

se intenta que haya continuidad entre el citoplasma 

de la célula y la solución en una pipeta elaborada 

para tal fin con capilar de borosilicato. El capilar, 

con diámetros interno y externo de [1,1 y 1,5] mm 

respectivamente, se logra adelgazar mediante 

calentamiento y halado con un instrumento para tal 
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fín; el P-97 de SUTER INSTRUMENT, de manera 

que el diámetro interno de la punta esté entre [1 y 3] 

μm. Posteriormente la punta de la pipeta se pule por 

calentamiento de mediante una microforja. Las 

pipetas se llenan con una solución que contiene las 

siguiente composición (mM): 129 KCl, 12,5 NaCl, 2 

MgCl2, 0,05 CaCl2, 10 HEPES, 0,1 EGTA, 2 

Glucosa; con un pH 7,2 ajustado con KOH y se lleva 

la osmolaridad a 300 mOsm con manitol. La 

solución externa contiene (mM): 5,7 KCl, 129 NaCl, 

2 MgCl2, 2 CaCl2, 10 HEPES, 2 Glucosa; con un pH 

7,4 ajustado con NaOH y se lleva la osmolaridad a 

310 mOsm con manitol. 

El extremo no adelgazado de la pipeta se introduce 

dentro de un receptáculo que contiene un electrodo 

de Ag/AgCl conectado a un sistema de 

amplificación; el Axopatch 200 A, de Axon 

Instruments®. Los datos se obtienen mediante el 

programa pClamp® de la empresa anteriormente 

mencionada, para ser analizados posteriormente 

mediante SciDAVIs (freeware para graficación y 

análisis).  

Las células se siembran a una densidad de 10
3
 

células/mL en cubreobjetos circulares de 12,4 mm 

de diámetro. Se incuban por 24 horas a 37ºC, con 

medio DMEN, 10% Suero Fetal Bovino, 1% de 

coctel de antibióticos (Penicilina, Estreptomicina, 

Anfotericina B), en atmosfera con 95% de humedad, 

5% CO2. Posteriormente el cubreobjetos se coloca 

en una cámara con sistema de perfusión por 

gravedad.  

Las corrientes observadas que se exhiben son de dos 

tipos: lineales y con rectificación hacia afuera. En 

los ensayos que se han hecho en el laboratorio los 

potenciales de reversión, contando los dos tipos de 

corrientes, van desde -2 mV hasta -45 mV. Así, se   

corrobora una heterogeneidad en las corrientes de la 

línea MCF-7 con precedentes en la última década 

del siglo pasado (9). La explicación de esta 

heterogeneidad reside en el hecho de que la 

expresión de canales varía durante el ciclo celular 

apoyando la idea de que son factor fundamental en 

la regulación del mismo (13). Todavía resta obtener 

los controles de inhibición de las corrientes con las 

sustancias específicas para cada corriente reportada. 

Posteriormente se evaluarán los posibles efectos de 

las sustancias citotóxicas mencionadas sobre las 

corrientes. 

 

El desarrollo de herramientas teóricas y 

computacionales para estudiar la homeostasis de las 

células cancerosas 

El Vm depende de las corrientes de K
+
, Cl

-
 y Na

+
 

principalmente, las cuales se mantiene por el trabajo 

de la bomba Na
+
-K

+
. Este potencial cambia 

conforme la célula avanza en el ciclo celular (24). 

La homeostasis de Ca
2+

 y el volumen celular, entre 

otras variables, están íntimamente ligados al Vm 

(14). Además se sabe que durante el ciclo celular se 

producen cambios de volumen (15). De manera que 

se espera una relación cuantitativamente compleja 

entre el sistema de control del Vm, la homeostasis 

de Ca
+2

 y el volumen celular, entre otras variables 

importantes para la fisiología celular. 

Actualmente hay varias maneras de implementar 

modelos matemáticos que relacionen correctamente 

las concentraciones iónicas con el Vm y el volumen 

celular, no obstante los sistemas pueden llegar a 

tener un grado de complejidad considerable (6). Por 

esta razón se han realizado simulaciones 

implementado un modelo matemático simplificado 

del Vm, utilizando un lenguaje de programación de 

sistemas dinámicos (XCOS de SiLab; software 

libre), como herramienta para entender la dinámica 

de las variables mencionadas. Actualmente el 

modelo está configurado de tal manera que presenta 

los parámetros geométricos aproximados de una 

fibra muscular. El objetivo ha sido validar el mismo 

al comparar el comportamiento dinámico con el de 

experimentos clásicos de cambio de Vm y volumen 

celular en ese modelo (3). El modelo reproduce en 

buena medida el comportamiento en cambio de Vm 

y volumen al cambiar las concentraciones de K
+
 y 

Cl
-
 externos; según lo reportado el siglo pasado (8). 

Además, se ha desarrollado una interfaz gráfica de 

usuario (GUI) para manipular de manera amigable 

las variables independientes o algunos parámetros 

(4). Resta perfeccionar el modelo incorporando: co-

transportadores posiblemente importantes en la 

homeóstasis, un modelo más exacto de la bomba de 

Na
+
-K

+
 y mejores modelos de conductancia para 

cada corriente en particular. 

 
Referencias 

1. Arcangeli, A., Crociani, O., Lastraioli, E., Masi, 

A., Pillozzi, S. y Becchetti, A. (2009). Targeting 

ion channels in cancer: a novel frontier in 

antineoplastic therapy. Curr. Med. Chem. 16(1): 

66-93. 

2. Becchetti, A., Munaron, L. y Arcangeli, A. 

(2013). The role of ion channels and transporters 

in cell proliferation and cancer. Front. Physiol. 4: 

312. 

3. Calderón C. y Gutiérrez, A. (2014). Simulación 

del potencial transmembrana en reposo mediante 

Xcos, el módulo de sistemas dinámicos de Scilab. 

Abs. en LXIV Convención anual de AsoVAC. 



56 

 

4. Calderón C. y Gutiérrez A. (2015). 

Implementación de una interfaz gráfica de usuario 

para el uso de un simulador del potencial 

transmembrana. Abs. en LXV Convención anual 

de AsoVAC. 

5. Fiorio Pla, A. y Munaron, L. (2014). Functional 

properties of ion channels and transporters in 

tumour vascularization. Philos. Trans. R. Soc. 

Lond. B Biol. Sci. 369(1638): 20130103. 

6. Fraser, J.A. y Huang, C.L.H. (2007). 

Quantitative techniques for steady-state 

calculation and dynamic integrated modelling of 

membrane potential and intracellular ion 

concentrations. Prog. Biophys. Mol. Biol. 94(3): 

336-372. 

7. González, C., Báez-Nieto, D., Valencia, I., 

Oyarzún, I., Rojas, P., Naranjo, D. y Latorre, 

R. (2012). K(+) channels: function-structural 

overview. Compr. Physiol. 2(3): 2087-2149. 

8. Hodgkin, A.L. y Horowicz, P. (1959). The 

influence of potassium and chloride ions on the 

membrane potential of single muscle fibres. J. 

Physiol. 148: 127-160. 

9. Klimatcheva, E. y Wonderlin, W.F. (1999). An 

ATP-sensitive K(+) current that regulates 

progression through early G1 phase of the cell 

cycle in MCF-7 human breast cancer cells. J. 

Membr. Biol. 171(1): 35-46. 

10. Kouznetsov, V., Merchan A.D.R., Arvelo, F., 

Bello, F.J.S., Sojo, F. y Muñoz, A. (2010). 4-

Hydroxy-3-methoxyphenyl Substituted 3-methyl-

tetrahydroquinoline derivatives obtained through 

imino diels-alder reactions as potential antitumoral 

agents. Lett. Drug Des. Discov. 7(9): 632-639. 

11. Lobikin, M., Chernet, B., Lobo, D. y Levin, M. 
(2012). Resting potential, oncogene-induced 

tumorigenesis, and metastasis: the bioelectric basis 

of cancer in vivo. Phys. Biol. 9(6): 065002. 

12. Muñoz, A., Sojo, F., Arenas, D.R.M., 

Kouznetsov, V.V. y Arvelo, F. (2011). Cytotoxic 

effects of new trans-2,4-diaryl-r-3-methyl-1,2,3,4-

tetrahydroquinolines and their interaction with 

antitumoral drugs gemcitabine and paclitaxel on 

cellular lines of human breast cancer. Chem. Biol. 

Interact. 189(3): 215-221. 

13. Ouadid-Ahidouch, H. y Ahidouch, A. (2008). 

K+ channel expression in human breast cancer 

cells: involvement in cell cycle regulation and 

carcinogenesis. J. Membr. Biol. 221(1): 1-6. 

14. Ouadid-Ahidouch, H., Roudbaraki, M., 

Delcourt, P., Ahidouch, A., Joury, N. y 

Prevarskaya, N. (2004). Functional and 

molecular identification of intermediate-

conductance Ca(2+)-activated K(+) channels in 

breast cancer cells: association with cell cycle 

progression. Am. J. Physiol. Cell Physiol. 287(1): 

C125-C134. 

15. Pedersen, S.F., Hoffmann, E.K. y Novak, I. 
(2013). Cell volume regulation in epithelial 

physiology and cancer. Front. Physiol. 4: 233. 

16. Remillard, C.V. y Yuan, J.X.J. (2004). 

Activation of K+ channels: an essential pathway in 

programmed cell death. Am. J. Physiol. Lung 

Cell Mol. Physiol. 286(1): L49-L67. 

17. Suárez, A., Taddei, A., Sojo, F. y Arvelo, F. 
(2014). Diterpenos bioactivos de Croton malambo 

H. Karst. Revista Facultad de Farmacia 77(1-2): 

8-15. 

18. Suárez, A.I., Mancebo, M., Monache, F.D., 

Tirri, M.M., Sojo, F., Arvelo, F. y Tillett, S. 
(2016). A new indole-alkaloid and a new 

phenolic-glycoside with cytotoxic activity from 

Strychnos fendleri. Nat. Prod. Res. 30(4): 399-

405. 

19. Sun, T., Song, Z.G., Jiang, D.Q., Nie, H.G. y 

Han, D.Y. (2015). Docetaxel Modulates the 

Delayed Rectifier Potassium Current (I K) and 

ATP-Sensitive Potassium Current (I KATP) in 

Human Breast Cancer Cells. J. Membr. Biol. 

248(2): 197-204. 

20. Teisseyre, A., Gasiorowska, J. y Michalak, K. 
(2015). Voltage-Gated Potassium Channels 

Kv1.3–Potentially New Molecular Target in 

Cancer Diagnostics and Therapy. Adv. Clin. Exp. 

Med. 24(3): 517-524. 

21. Turner, K.L. y Sontheimer, H. (2014). Cl- and 

K+ channels and their role in primary brain 

tumour biology. Philos. Trans. R. Soc. Lond. B 

Biol. Sci. 369(1638): 20130095. 

22. Urrego, D., Tomczak, A.P., Zahed, F., Stühmer, 

W. y Pardo, L.A. (2014). Potassium channels in 

cell cycle and cell proliferation. Philos. Trans. R. 

Soc. Lond. B Biol. Sci. 369(1638): 20130094. 

23. Wonderlin, W.F. y Strobl, J.S. (1996). 

Potassium channels, proliferation and G1 

progression. J. Membr. Biol. 154(2): 91-107. 

24. Yang, M. y Brackenbury, W.J. (2013). 

Membrane potential and cancer progression. 

Front. Physiol. 4: 185. 
 

 
 



57 

 

Memorias del Instituto de Biología Experimental  vol. 8: 57-60  (2016)                                                    Ediciones IBE 
 

Fundamentos teóricos y prácticos para el análisis de canales 

unitarios a través de un modelo cinético 

 
ALEJANDRO D. MATA DABOIN Y JESÚS G. ROMERO

Laboratorio de Fisiología Molecular y Biofísica. Centro de  

Instituto de Biología Experimental, Facultad de Ciencias, Universidad Central de Venezuela 

Calle Suapure, Colinas de Bello Monte. Caracas - Venezuela.  Correo-e: romerojesus@cantv.net 

Los canales iónicos son proteínas integrales de membrana que permiten el flujo de iones a través de membranas 

biológicas. El "patch clamp" permite registrar la corriente que fluye a través de un solo canal y aporta información para 

establecer relación entre la estructura y la función de estas proteínas a través de análisis basados en postulados 

matemáticos y probabilísticos. Para este análisis es necesario conocer la secuencia y duración de cada apertura y cierre 

registrado, además de la resolución temporal del sistema experimental. Con esta información es posible calcular la 

probabilidad de que ocurra la secuencia de eventos obtenida bajo los supuestos de uno o más modelos cinéticos 

propuestos. Para establecer relaciones entre estructura y función debemos suponer que la actividad registrada es producto 

de una sola proteína; sin embargo, en algunos casos cumplir con este requisito no es una tarea sencilla. En nuestro 

laboratorio hemos propuesto estudiar modos de actividad tipo ráfaga, para evitar o disminuir los artefactos relacionados 

con incertidumbre acerca del número de canales registrados. El alcance de este análisis depende de las dificultades 

metodológicas de cada sistema experimental y debe ser interpretado con cautela al proponer relaciones entre los estados 

propuestos y la estructura del canal.  

 
  

Introducción 

Los canales iónicos son proteínas integrales de 

membrana que permiten el flujo de iones a través de 

membranas biológicas. Desde la década de 1950 el 

uso de técnicas electrofisiológicas ha permitido 

estudiar con detalle este tipo de proteínas (6,7). Uno 

de los métodos más importantes de esta rama de la 

ciencia es el "patch clamp", que permite registrar la 

corriente que fluye a través de un solo canal, siendo 

pionera en el estudio de la actividad de una sola 

proteína y no de una población (6). Para el análisis 

de registros de canal unitario podemos calcular el 

porcentaje de tiempo que permanece el canal abierto 

con respecto al tiempo total de registro, obteniendo 

su probabilidad de estar abierto (Po). Además se 

puede conocer la secuencia y duración de cada 

apertura y cierre del canal estudiado. Sabemos que la 

transición entre el estado abierto y el cerrado 

involucra un movimiento en los aminoácidos de la 

proteína que permite o no el flujo iónico a través de 

la vía de paso. Si consideramos dos configuraciones 

discretas en las que se reorganizan los aminoácidos, 

podemos relacionarlas con estados cinéticos de un 

modelo matemático que permita simular la 

secuencia y duración de los eventos registrados 

(2,3). A continuación se presentan los fundamentos 

teóricos y prácticos que permiten asociar los estados 

de un modelo cinético con la actividad de un canal 

iónico. 

Fundamentos teóricos 

El modelo más simple que se puede postular es un 

mecanismo de reacción que consiste en la transición 

entre un único estado cerrado y un único estado 

abierto  

 
El símbolo que denota una constante de 

proporcionalidad, descrito como la constante de 

velocidad para una transición, se coloca por encima o 

por debajo de la flecha que representa la transición. 

Cuando observamos un canal unitario los cierres y 

aperturas ocurren al azar, de modo que la constante de 

velocidad debe ser interpretada de manera 

probabilística: α es una medida de la probabilidad de 

que un canal abierto se cierre en un tiempo 

determinado. Por lo tanto, estamos interesados en la 

duración del tiempo en el que el sistema permanece 

en un estado particular. Esta duración es una variable 

aleatoria y la forma de su variabilidad puede ser 

descrita por una distribución de probabilidad. A partir 

del uso de teorías de probabilidades y asumiendo un 

proceso markoviano, Colquhoun y Hawkes (4) 

definen la función de distribución acumulada F(t) 

para canal abierto como, 

 

 

 

y su primera derivada, define la función de densidad 

de probabilidad (fdp), 

 
donde α es el recíproco de la constante de tiempo, 

τ=1/α, para cada componente de la fdp. Esta es una 
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función exponencial con media 1/α, definida tal que 

el área bajo la curva hasta un tiempo t representa la 

probabilidad de que el canal permanezca abierto hasta 

ese tiempo. 

La elección del modelo propuesto involucra 

fundamentalmente dos preguntas: 

¿Cuántos estados describen el nivel de canal cerrado 

y el nivel de canal abierto? 

¿Cómo se conectan dichos estados? 

 

Métodos 

La técnica “patch clamp” registra corrientes iónicas 

que fluyen a través de una o más proteínas presentes 

en pequeños trozos de membranas biológicas y 

permite controlar y manipular experimentalmente el 

potencial transmembrana (6). En un registro de 

patch clamp la detección de eventos se logra a través 

de un umbral que provee una referencia simple de 

los momentos en que ocurren las transiciones entre 

cerrado y abierto, tal que cada cruce del umbral se 

interpreta como una apertura o cierre del canal y el 

tiempo que pasa por encima o por debajo, se 

considera como un estimado del tiempo que 

permanece abierto o cerrado. Se asume que la 

corriente que fluye a través de un canal consiste de 

pulsos rectangulares, con tiempos de transición 

infinitamente pequeños, que alcanzan niveles 

relativamente discretos de corriente (Figura 1). Un 

estimado de la amplitud (Ao) de la corriente que 

fluye a través del canal se obtiene haciendo un 

histograma de todos los puntos de corriente que 

contiene el registro. Luego se ajustan funciones 

gaussianas para estimar los valores de corriente que 

ocurren con mayor frecuencia (Figura 2). 

 

 
Figura 1. Curso temporal de la corriente que fluye a 

través de un parche de membrana aislado de eritrocito 

humano, a –60 mV y bajo presión negativa, en el modo 

inside-out de T.U.G.O-Patch clamp. Deflexiones de 

corriente hacia abajo indican la apertura del canal. A la 

izquierda del trazo se muestran los niveles de canal 

cerrado (C) y abierto (A). La línea discontinua representa 

la mitad de la amplitud de la corriente que fluye a través 

del canal y es considerado como umbral para la detección 

de transiciones entre abierto y cerrado. 

 

En este ejemplo el canal muestra una amplitud de 

corriente de -2.1 pA, por lo que se fija un umbral 

para la detección de transiciones, entre conductivo y 

no conductivo, de -1.05 pA (Ao/2). Finalmente se 

obtiene un registro idealizado que se aproxima a la 

verdadera actividad del canal y proporciona los 

datos que describen la secuencia de transiciones 

entre abierto y cerrado (Figura 3).  
 

 
Figura 2. Histograma de todos los valores de corriente 

adquiridos durante el registro. La línea continua 

representa la función gaussiana de dos componentes 

ajustada. El máximo alrededor de -2,1 pA revela al menos 

un canal activo en el parche de membrana bajo control de 

voltaje, además del máximo alrededor de 0 pA (canal 

cerrado). Debido a que este patch se realizó en 

condiciones simétricas con un voltaje de -60 mV, se 

calcula una conductancia de 35 pS. 

 

 
Figura 3. Ejemplo representativo de un mismo registro 

antes (trazo inferior) y después (trazo superior) del 

proceso de idealización. A la izquierda del trazo se 

indican los niveles de canal cerrado (C) y abierto (A). 

 

Debido a que la corriente que fluye a través de un 

canal iónico es muy pequeña, en el orden de los pico 

amperios, es necesario filtrar la señal para eliminar 

el ruido eléctrico y poder observar la actividad de 

canal. Se usan filtros pasa bajos que no afectan las 

frecuencias desde cero hasta un límite mayor 

denominado frecuencia de corte fc, ya que, el 

propósito del filtrado es reducir el ruido de alta 

frecuencia. El límite para el filtrado de los datos 

depende de las fluctuaciones eventuales de corriente, 

que produce el ruido de alta frecuencia, lo 

suficientemente amplias para superar el umbral de 

detección de eventos. Si el ruido eléctrico de la 

corriente cero o base es tan alto que supera el 

umbral, diremos que el canal se abrió cuando en 

realidad no lo hizo. Este artefacto podría acortar la 

duración de los eventos o aumentar la duración de 

ráfagas de eventos. Para medir esta variable 

hacemos un histograma de todos los puntos en 

regiones del registro donde no hay actividad de 
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canal y ajustamos una función gaussiana, para así 

obtener la desviación estándar o ruido RMS de la 

corriente base. De esta forma podemos estimar el 

número de veces que se cruza el umbral por unidad 

de tiempo, solo por efecto del ruido de alta 

frecuencia, a través de la siguiente relación (1) 

 
Debido a que las corrientes de canal unitario durante 

cada apertura o cierre son esencialmente 

rectangulares, serán afectadas por estos filtros 

disminuyendo la pendiente de ascenso o descenso en 

el registro y por lo tanto, aumenta el tiempo 

necesario para alcanzar la amplitud máxima de 

corriente que fluye a través del canal. La forma en 

que un filtro pasa bajos afecta un pulso rectangular 

de corriente puede ser caracterizada a través del 

tiempo de ascenso del filtro, tr, que se obtiene por 

medio de la siguiente relación (1): 

 
Podemos ver que a mayor fc, más corto será el 

tiempo de ascenso del filtro. 

Los eventos cuya duración es menor a un valor 

crítico no podrán ser detectados, ya que no tendrán 

la amplitud necesaria para alcanzar el 50 % de la 

amplitud máxima de corriente, es decir, el umbral de 

detección de eventos. Debido a que el análisis 

depende de la medición precisa del tiempo que pasa 

el canal abierto o cerrado, no deben ser incluidos 

eventos cuya duración esté por debajo de un límite 

impuesto por el filtro utilizado. Como se observa en 

la Figura 4, el filtro de 4 kHz permitiría tomar en 

cuenta transiciones que no serian detectadas con el 

filtro de 1 kHz y resulta en la sobrestimación de la 

duración de los eventos. De esta forma podemos 

notar que el filtrado, a pesar de que contribuye a 

eliminar el problema del ruido, disminuye la 

resolución temporal y hay mayor dificultad para 

detectar eventos cortos.  

Una vez idealizado el registro se obtiene una 

secuencia de eventos de apertura y cierre cuya 

duración es conocida. Esto permite realizar 

histogramas de frecuencia cuyas columnas de ancho 

constante representan un intervalo de tiempo y el 

valor en las ordenadas, el número de eventos cuya 

duración se encuentra dentro de ese intervalo. 

Podemos ver como a medida que aumenta el tiempo, 

hay una caída exponencial en el número de eventos 

abiertos que componen cada columna (Figura 5), 

como lo predice la fdp definida teóricamente. Los 

ajustes realizados sobre los histogramas obtenidos 

brindan información importante, ya que, la cantidad 

de exponenciales necesarias para obtener un ajuste 

satisfactorio indica la cantidad de estados que 

describen la condición estudiada. 

 

 
Figura 4. Efecto del filtrado sobre los valores de 

corriente obtenidos en el tiempo, adquiridos durante el 

registro de un canal unitario con el uso de la técnica patch 

clamp. La línea discontinua representa la mitad de la 

amplitud de la corriente que fluye a través del canal y es 

considerado como umbral para la detección de 

transiciones entre abierto y cerrado. Tomado y 

modificado de Colquhoun (1). 

 

Análisis de datos 

Este método implica proponer un modelo cinético y 

calcular la probabilidad de que ocurra la secuencia de 

eventos obtenida. Se inicia variando las constantes 

que integran cada posible modelo, para encontrar 

aquellas que resulten en la máxima probabilidad de 

que la secuencia obtenida ocurra bajo las hipótesis del 

modelo (máxima verosimilitud). Una vez 

determinadas dichas constantes y el valor de máxima 

verosimilitud de distintos modelos propuestos, se 

pueden establecer las comparaciones necesarias para 

escoger el más adecuado. 

 
Figura 5. Histograma que incluye todos los eventos 

obtenidos de un registro continuo de 95 segundos. La base 

de cada columna es un intervalo de 0,5 ms y su altura 

representa el número de eventos cuya duración esté 

incluida dentro de este intervalo. 

 

Ráfagas 

Una de las principales potencialidades del análisis 

cinético es el establecimiento de una relación entre 

los estados del modelo propuesto y las 

configuraciones estructurales que adopta el canal 

durante su actividad. Para poder hacer este 

planteamiento debe asegurarse que la actividad 
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analizada es producto de una sola proteína. Solo es 

posible cumplir esta condición en experimentos 

donde se mantiene una Po elevada por largos 

periodos, sin evidencias de más de un nivel de 

corriente aparte del cero. En algunos sistemas 

experimentales la frecuencia de obtención de parches 

que cumplen con esta condición es muy baja y se 

hace necesario sacar información de registros con 

baja actividad y con más de un canal. Para ello se 

debe ajustar el análisis para evitar o disminuir los 

artefactos relacionados con incertidumbre acerca del 

número de canales que participan en los registros. En 

distintos tipos de canales se ha descrito una actividad 

que se caracteriza por mostrar prolongados eventos en 

el estado cerrado que son frecuentemente seguidos 

por aperturas consecutivas separadas por cerrados 

cortos, en un comportamiento que se ha denominado 

actividad tipo ráfaga (Figura 6). Una ráfaga se define 

como un grupo de aperturas que están separadas por 

cerrados cuya duración es menor que un tiempo 

crítico (tc) dado. La dificultad de conocer la cantidad 

de canales en el parche va más allá de obtener un solo 

nivel de corriente aparte del cero, ya que, podría 

haber más de un canal pero no ocurrir la apertura 

simultanea de dos o más; sin embargo, la ausencia de 

aperturas simultáneas durante una ráfaga con Po 

cercana a la unidad, maximiza la probabilidad de que 

la sucesión de abiertos y cerrados sean producto de la 

actividad de un solo canal. Para este análisis es 

necesario conocer tanto los cerrados que componen la 

ráfaga como los cerrados que la limitan y fijar un 

tiempo límite en la duración de cerrados que 

pertenecen a la ráfaga. Este tiempo se puede calcular 

a través de la siguiente ecuación (5) 

 
El cálculo iguala el área bajo la curva de las 

exponenciales para cerrados corto y largo, que serán 

erróneamente clasificados como pertenecientes a 

cerrado corto o cerrado largo. De esta forma es 

posible definir la ráfaga que incluye solo cerrados 

cortos y no se ve afectado por el largo de los cerrados 

que las separan (Figura 6). 

 

Conclusiones 

Un registro de canal unitario contiene información 

acerca del funcionamiento de una sola proteína y por 

lo tanto debe ser analizado como un fenómeno 

estocástico que depende de la estructura y el 

ambiente inmediato del canal estudiado. Las 

transiciones entre el estado conductivo y no 

conductivo de la vía de paso iónica pueden ser 

simuladas a través de modelos cinéticos formales 

partiendo de postulados matemáticos y 

probabilísticos. El alcance de este tipo de análisis 

depende de las dificultades metodológicas que 

presenta cada sistema experimental y debe ser 

interpretado con cautela al momento de proponer 

relaciones entre los estados propuestos y la 

estructura del canal.    

 
Figura 6. Ejemplo representativo de grupos de aperturas 

separadas por cerrados de corta duración, denominadas 

ráfagas, señalando los estados cerrados "intra" e "inter" 

ráfaga que se describen en el texto. A la izquierda del trazo 

se indican los niveles de canal cerrado (C) y abierto (A).  
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La Leishmaniasis es un problema de salud pública en países en desarrollo. Leishmania presentan un ciclo de vida 

metaxénico enfrentándose a dos situaciones distintas: intracelular (mamífero)/extracelular (insecto), con condiciones 

diferentes (iónicas, pH, osmolaridad), es claro entonces que los canales iónicos en  Leishmania y en el macrófago-

infectado son fundamentales para mantener este ciclo, convirtiéndose así en promisorios blancos terapéuticos: 

.-Se han propuesto canales de K+ en el macrófago-infectado modulados diferencialmente durante la infección.  

.-La replicación intracelular del parásitos pareciera estar relacionada con canales y/o transportadores de membrana que 

son modulados por las condiciones internas de la célula hospedera.  

.-Cambios en la conductancia de K+ en el macrófago parecen estar relacionados con su capacidad para activarse.  

.-La alteración de las IK+ del macrófago-infectado promueve la disminución de elementos citotóxicos en defensa a la 

infección parasitaria y están relacionadas con la inducción de la proliferación del parásito.  
.-En nuestro laboratorio hemos propuesto la existencia canales de K+ de conductancia intermedia en Leishmania y la 

inhibición de los mismo logra detener la proliferación de esta in vitro.  

Todo esto indica que caracterizar estos mecanismos de transporte iónico en Leishmania y en el Macrófago-infectado, es 

una promisoria estrategia para evidenciar nuevos blancos terapéuticos. 

 

 

Introducción 

Por lo menos quince especies de Leishmania (entre 

ellas: L.(V) tropica, L.(V) major, L.(L) donovani, 

L.(V) braziliensis, y L.(L) mexicana) causan un 

amplio espectro de enfermedades denominadas 

leishmaniasis, que dependiendo de la especie de 

Leishmania involucrada en la infección y de la 

respuesta inmunitaria del hospedador, puede cursar 

con características clínicas diferentes, siendo una 

enfermedad polar, con un polo benigno en la 

leismaniasis Cutánea Localizada (LCL), pasando por 

la Leishmaniasis Cutánea Mucosa (LCM), hasta el 

polo maligno en la leismaniasis Cutánea Difusa 

(LCD) y además la Leishmaniasis Visceral (LV) (5).  

En el nuevo mundo las especies del género 

Leishmania son transmitidas por la picadura del 

mosquito hembra infectado, perteneciente al género 

Lutzomyia, en particular L. logipalpis (8), es 

importante resaltar que esta es una Zoonosis, por lo 

que es indispensable la existencia de un reservorio en 

la naturaleza y que el hombre se introduzca en los 

nichos de estos convirtiéndose en un hospedero 

accidental. Tanto reservorios naturales como vectores 

tienen su hábitat natural en regiones rurales con alta 

humedad, generalmente en el pie montano, 

presentándose patrones de transmisión, 

intradomiciliario, peridomiciliario y rural. Esto 

implica una infección altamente asociada a las 

condiciones socioculturales de la persona.  

En Venezuela para el periodo 2008-2009 se 

reportaron un total de 4640 casos de las diversas 

formas clínicas de leishmaniasis cutánea (LC) con 

una tasa de 7,94/100.000 habitantes (6). Para el 2010-

2014 se registraron en el país 8937 casos en los que la 

tasa más alta se presentó en 2012 con 7,14 y para los 

años 2013-2014 presentó tasas de 5,41 y 5,51 

respectivamente (11). 

En los vertebrados Leishmania se presenta en el 

estadio de amastigote: ovoide o esférico, inmóvil, de 

2,5 a 5 µm de diámetro, con núcleo redondo, que 

prolifera en el interior del fagolisosoma de los 

macrófagos (5). En los invertebrados, Leishmania 

existe como promastigote: fusiforme de 14 a 20 µm 

de largo por 2 a 4 µm ancho, presenta un núcleo 

ovoide y se encuentra en el tubo digestivo del vector 

(8).  

Macrófagos como células hospederas 

Los macrófagos son células fagocíticas, que 

desempeñan importantes funciones en la respuesta de 

inmunidad adaptativa e innata. Los macrófagos  son 

activados por productos microbianos  como la 

endotoxina y por citocinas producidas  por los 
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linfocitos T. Los macrófagos activados fagocitan y 

destruyen a los microorganismos, secretan citocinas 

pro-inflamatorias y presentan antígenos a los 

linfocitos T colaboradores. Así, la principal función 

efectora de los macrófagos es destruir  a los 

microorganismos (1). 

Las Leishmanias, en humanos, son residentes 

intracelulares obligatorios  de los macrófagos. Una 

vez que Leishmania penetra en el hospedador 

vertebrado es fagocitada por los macrófagos y se 

limita a la vacuola parasitófora (VP) (18), que se 

caracteriza por un pH ácido y ser rica en hidrolasas 

(2). Por tanto la consecución de nutrientes para el 

parásito se da a través de la membrana de la vacuola 

parasitófora, gracias a estructuras como canales o 

transportadores que permitan el paso de moléculas 

desde el citosol del macrófago, como se ha 

demostrado en el caso de Plasmodium falciparum y 

Toxoplasma gondii (3). De igual modo, Leishmania 

se replica en la vacuola parasitófora y este proceso 

parece depender de la actividad de un canal de 

cloruro presente en la membrana de la VP (22). 

Alteraciones de la homeostasis del Ca
2+

 en las células 

hospedera después de la interacción y/o la invasión 

por parásitos como Leishmania, Trypanosoma, 

Plasmodium o Entamoeba han sido reportadas (10). 

En eritrocitos humanos infectados con Plasmodium 

falciparum, por ejemplo, existe una conductancia 

catiónica no selectiva, inhibida por los bloqueadores 

de NPP (New permeation pathway) (furosemida) y 

bloqueadores de los canales de cationes (amilorida, 

Gd
3+

) (7). 
También se ha reportado que cambios en la 

permeabilidad de la membrana de los macrófagos 

pueden producir alteraciones en su capacidad para 

activarse (4). Se han demostrado la existencia de dos 

corrientes de K
+
, una saliente-retrasada  y una 

rectificadora hacia-adentro y que la regulación 

diferencial estos canales afectan crucialmente la 

respuesta específica de los macrófagos (23).  

Scott et al. (19) demostraron  que en macrófagos-like, 

la infección con Leishmania major o el tratamiento 

con bloqueadores de canales de K
+
 suprime la 

producción de oxido nítrico (NO), planteándose una 

relación funcional entre las corrientes de potasio y el 

proceso de desactivación de los mecanismos 

citotóxicos del macrófago infectado con Leishmania 

(19). 

En este orden de ideas, Vicente et al. (23) mostraron 

que la inducción de la expresión en el macrófago de 

la NO-sintetasa-inducible era inhibida al bloquear la 

actividad de los canales de K
+
 (23). 

En estos estudios se muestran que estas corrientes de 

K
+
 son la expresión funcional de canales de K

+ 
Kv1.3 

y Kir2.1 (23). Camacho et al. (4), partiendo de esto y 

utilizando inhibidores de canales de K
+
 (Tetra Etil 

Amonio TEA y 4-AminoPiridina 4AP), midieron el 

impacto de la infección por Leishmania amazonensis 

en macrófagos sobre las corrientes salientes (IOUT), 

encontrando que con la utilización de 4-AP no había 

diferencias entre los macrófagos no activados y los 

infectados con Leishmania. Por otro lado el tiempo 

para alcanzar el máximo de las IOUT aumento en un 

40%, al igual que la sensibilidad a TEA, sugiriendo 

un aumento en la actividad de canales de K
+
. Estos 

hallazgos son de gran importancia porque la 

inhibición de los canales de K
+
 se ha asociado con 

disminución en la capacidad de fagocitosis y con la 

disminución de la producción de NO (4,19,23), lo que 

sugiere que estas corrientes podrían ser críticas para 

el control de infecciones por los macrófagos y por 

tanto unos promisorios blancos terapéuticos.  

También se ha demostrado que los macrófagos 

activados que no habían sido tratados con inhibidores 

de canales de K
+
 mostraron cambios en las corrientes 

iónicas y despolarización de la membrana, esto es, 

que la activación del macrófago se asocia a la 

despolarización de su membrana y la producción de 

NO. Pero en el caso de la infección por Leishmania lo 

que se observa es lo contrario, es decir, una 

disminución en la producción del NO y un aumento 

de las corrientes salientes, lo que es interpretado 

como una “débil” activación del macrófago, 

sugiriéndose que la infección por Leishmania 

promueve cambios en las corrientes iónicas, la 

hiperpolarización del Vm de los macrófagos y 

disminución de la capacidad de los macrófagos 

activados para producir NO, permitiéndose así que la 

Leishmania sobreviva y se replique dentro de de esa 

célula (19). 

Otros estudios en macrófagos infectados con 

Leishmania spp., durante las primeras 12 horas post-

infección, mostraron una despolarización de la 

membrana acompañada de la disminución de un 29% 

en la capacitancia de la membrana (Cm). No obstante, 

cambios en general similares a los descritos se 

obtuvieron luego de la fagocitosis de esferas de látex, 

de esta manera estos cambios iniciales son atribuidos 

al proceso mismo de fagocitosis (16). Otros 

inhibidores de Canales iónicos, como Nifedipina y 

Verapamil, presentan efectos de inhibición en el 

complejo Leishmania-Macrófago, lo que sugiere un 

rol del Ca
2+

 sobre la internalización del parásito (9). 
Bloqueadores de canales iónicos y supervivencia de 

Leishmania spp. 

Los Canales iónicos regulan procesos cruciales dentro 

de las células, por lo que su actividad anormal seria 

deletérea para la célula, razón por la cual los 
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planteamos como blancos terapéuticos promisorios. 

Se han analizado los genomas de parásitos 

protozoarios patógenos como Trypanosoma y 

Leishmania en la búsqueda de genes homólogos de 

canales iónicos de mamíferos (14,21,24). Los 

genomas de Trypanosoma y Leishmania poseen genes 

homólogos a Canales de Ca
2+

 intracelulares en 

mamíferos, como los receptores de inositol 1,4,5-

trifosfato y  receptores de rianodina. También se han 

encontrado genes codificantes para canales de Ca
2+

 

dependientes de voltaje (14). 

Leishmania spp. posee genes que codifican 

homólogos de canales Piezo (canales 

mecanosensibles), que difieren sustancialmente de los 

genes de canales Piezo existentes en humanos (15). 

Además, nosotros identificamos un posible gen de 

canal de K
+
 en cada especie con sustituciones en la 

zona del poro no existentes en humanos (24).  

En la búsqueda de nuevos fármacos contra la 

Leishmaniasis, se ha demostrado la sensibilidad de 

Leishmania spp., a inhibidores de canales iónicos. Se 

ha reportado por ejemplo la susceptibilidad de 

promastigotes de L. mexicana a glibenclamida, un 

bloqueador de canales de K
+
 dependientes de ATP, 

encontrándose un efecto dosis dependiente (20). 

También se ha demostrado que hay un efecto 

diferencial de la glibenclamida sobre el crecimiento 

de promastigotes y amastigotes axénicos de L.(L.) 

mexicana M9012, encontrándose que estos últimos 

parecen ser más susceptibles a la droga (12).  

El Bepridil es un bloqueador de canales Ca
2+

 Tipo L, 

y de Canales de Na
+

Vm, usado como agente 

antianginoso, antiarrítmico y antihipertensivo, que ha 

sido probado en promastigotes y amastigotes 

intracelulares de L.(L.) chagasi, encontrandose una 

susceptibilidad a Bepridil con valores de IC50 de 3,81 

y 21,55 µM, respectivamente. L.(L.) amazonensis, 

L.(L.) major y L.(V.) braziliensis y promastigotes y 

tripomastigotes de T. cruzi también fueron 

susceptibles (17). 

En nuestro laboratorio hemos estudiado el efecto de 

inhibidores de canales iónicos sobre el crecimiento de 

promastigotes de Leishmania amazonensis. 

Evaluamos el efecto de la Nifedipina (un bloqueador 

de canales de Ca
2+

 de tipo dihidropiridina en el 

crecimiento de cultivos de promastigotes de L.(L.) 

amazonensis. Encontrándose un efecto dosis 

dependiente sobre el crecimiento del parasito para 

0,1, 1 y 10µM, con un IC50 en el orden de las 

centenas de nM. 

Los canales de K
+
 sin lugar a dudas son 

fundamentales en la vida de todos los organismos sin 

excepción, es por eso que se han planteado como 

posibles blancos terapéuticos (13,24). En nuestro 

laboratorio hemos evaluado el efecto de TRAM-34, 

un inhibidor específico de canales de K
+
 de 

conductancia intermedia (IK), sobre el crecimiento de 

L.(L) amazonensis, encontrándose un dramático 

efecto inhibitorio con un IC50 entre 2 y 8 µM de 

TRAM-34. El efecto de este inhibidor específico de 

los IK nos permite proponer la existencia de un canal 

de K
+
 de la familia de conductancia intermedia en las 

membranas de L.(L) amazonensis. 

Conclusiones 

Se han llevado a cabo diversos estudios de sistemas 

de transporte que están presentes en la membrana 

plasmática de estos parásitos, los cuales están 

relacionados con su adaptación a los cambios 

ambientales durante su ciclo de vida, manteniendo así 

su homeostasis y promoviendo su proliferación y 

diferenciación. De igual modo se han descrito 

diversos mecanismos de transporte en la membrana 

plasmática del macrófago, como célula hospedera, 

que están involucrados en la internalización del 

parásito, en la diferenciación de éste dentro de esta 

célula y en los mecanismos que promueven la 

disminución o eliminación de los elementos de 

citotóxicos que los macrófagos producen en defensa a 

la infección por Leishmania. También se ha reportado 

que cambios en la permeabilidad de la membrana de 

los macrófagos pueden producir alteraciones en su 

capacidad para activarse. Y hemos sido capaces de 

identificar posibles canales específicos en a 

membrana de Leishmania. Todo esto despierta interés 

en conocer cuáles son, como funcionan y son 

modulados y como están relacionados entre si estos 

sistemas de transporte en la membrana del 

macrófago-infectado y del parásito,  con la finalidad 

de buscar nuevos blancos terapéuticos. 

 

Referencias 

1. Abbas, A. (2003). Inmunología Celular y 

Molecular. Editorial: Mcgraw-hill 5ª edición. 

Capitulo 4: 51-86. 

2. Antoine, J., Prina, E., Jouanne, C. y Bongrand, 

P. (1990) Parasitophorous vacuoles of Leishmania 

amazonensis infected macrophages maintain an 

acidic pH. Infect. Immun. 58: 779-787. 

3. Camacho, M. (2012). Electrical Membrane 

Properties in the Model Leishmania Macrophage, 

Patch Clamp Technique. Fatima Shad Kaneez 

(Ed.), ISBN: 978-953-51-0406-3, InTech. Capitulo 

10: 203-230. 

4. Camacho, M., Forero, M., Fajardo, C., Niño, 

A., Morales, P. y Campos, H. (2008). 

Leishmania amazonensis infection may affect the 

ability of the host macrophage to be activated by 



64 

 

altering their outward potassium currents. 

Experimental Parasitology. 120: 50–56. 

5. Cunningham, A. (2002). Parasitic Adaptive 

Mechanisms in Infection by Leishmania. 

Experimental and Molecular Pathology 72: 

132-141. 

6. De Lima, H., Borges R., Escobar, J. y Convit, J. 

(2011). Leishmaniasis cutánea americana en 

Venezuela, bienio 2008-2009. Boletín de 

Malariología y Salud Ambiental 51: 215-224. 

7. Duranton, C., Huber, S., Tanneur, V., Lang, K., 

Brand, V., Sandu, C. y Lang, F. (2003). 

Electrophysiological Properties of the Plasmodium 

falciparum-Induced Cation Conductance of 

Human Erythrocytes. Cell Physiol. Biochem. 13: 

189-198. 

8. Gontijo, B. y Ribeiro de Carvalho, M. (2003). 

Leishmaniose tegumentar americana. Revista da 

Sociedade Brasileira de Medicina Tropical 

36(1): 71-80. 

9. Misra, S., Naskar, K., Sarkar, D. y Ghosh, D. 
(1991). Role of Ca

2+
 ion on Leishmania 

macrophage attachment. Molecular and Cellular 

Biochemistry. 1112: 13-18. 

10. Olivier, M. (1996). Modulation of Host Cell 

lntracellular Ca
2+

. Parasitology Today 12: 4. 

11. Ortega-Moreno, M., Belizario, D., Galindo, W. 

y Guevara, J. (2015). Actualización 

epidemiológica de la leishmaniasis cutánea 

americana en Venezuela. Periodo 2010-2014. 

Dermatol Venez. 53(1): 17-21. 

12. Orué, A., Pérez J., Fuentes, J., Odremán, I., 

Serrano-Martín, X. y Mendoza-León, A. (2007). 

Leishmania sp.: efecto de la glibenclamida, un 

bloqueador de canales de K+, sobre el ciclo de 

vida in vitro. Salus. Revista de la Facultad de 

Ciencias de  la Salud Universidad de Carabobo 
11 (1): 32-36. 

13. Prole, D. y Taylor C. (2011). Identification of 

Intracellular and Plasma Membrane Calcium 

Channel Homologues in Pathogenic Parasites. 

PLoS ONE 6(10): e26218. 

doi:10.1371/journal.pone.0026218. 

14. Prole, D. y Marrion, N. (2012). Identification of 

Putative Potassium Channel Homologues in 

Pathogenic Protozoa. PLoS ONE 7(2): e32264. 

doi:10.1371/journal.pone.0032264. 

15. Prole D. y Taylor C. (2013). Identification and 

Analysis of Putative Homologues of 

Mechanosensitive Channels in Pathogenic 

Protozoa. PLoS ONE 8(6): e66068. 

doi:10.1371/journal.pone.0066068. 

16. Quintana, E., Torres, Y., Alvarez, C., Rojas, M. 

y Camacho, M. (2010). Changes in macrophage 

membrane properties during early Leishmania 

amazonensis infection differ from those observed 

during established infection and are partially 

explained by phagocytosis. Experimental 

Parasitology 124: 258–264. 

17. Reimão, J., Colombo, F., Pereira-Chioccola, V. 

y Tempone, A. (2011). In vitro and experimental 

therapeutic studies of the calcium channel blocker 

bepridil: Detection of viable Leishmania (L.) 

chagasi by real-time PCR. Experimental 

Parasitology 128: 111–115. 

18. Russell, D., Xu, S. y Chakraborty, P. (1992). 

Intracellular trafficking and the parasitophorous 

vacuole of Leishmania mexicana-infected 

macrophages. J. Cell Sci. 103(4): 1193–1210. 

19. Scott, K., Stafford, J., Galvez, F., Belosevic, M. 

y Goss, G. (2003). Plasma membrane 

depolarization reduces nitric oxide (NO) 

production in P388D.1 macrophage-like cells 

during Leishmania major infection. Cellular 

Immunology 222: 58–68.  

20. Serrano-Martín, X., Payares, G. y Mendoza-

León, A. (2006). Glibenclamide, a blocker of 

K
+

ATP channels shows anti-leishmanial activity in 

experimental murine cutaneous Leishmaniasis. 

Antimicrob. Agents Chemother. 4: 72-76. 

21. Serrano-Martín X., Zambrano-Arnone, A.R. y 

Romero, J.
 
(2012). Canales iónicos en Leishmania 

spp. como nuevos blancos terapéuticos. Memorias 

del Instituto de Biología Experimental 6: 65-68. 

22. Vieira, L. y Cabantchik, Z. (1995). Amino acid 

uptake and intracellular accumulation in 

Leishmania major promastigotes are largely 

determined by an H
+
-pump generated membrane 

potential. Molecular and Biochemical 

Parasitology 75 (1): 15–23. 

23. Vicente, R., Escalada, A., Coma, M., Fuster, G., 

Sáncez-Tilló, E., López-Iglesias, C., Soler, C., 

Celada, A. y Felipe, A. (2003). Differential 

voltage-dependent K
+
 channel responses during 

proliferation and activation in macrophages. 

Journal of Biological Chemistry 278(47): 

46307–46320. 

24. Zambrano-Arnone A.R., Serrano-Martin, X. y 

Romero, J. (2012). Mal de Chagas, una 

enfermedad con pocas posibilidades terapéuticas: 

Homeostasis iónica como blanco terapéutico para 

nuevos fármacos sobre Trypanosoma cruzi. 

Memorias del Instituto de Biología 

Experimental 6: 69-72. 



65 

Memorias del Instituto de Biología Experimental  vol. 8: 65-68  (2016)                                                     Ediciones IBE 
 

Producción de Bacillus thuringiensis var. israelensis usando 

subproductos agroindustriales de bajo costo y alta 

disponibilidad en Venezuela 

 
IRENE ALVARADO, BLAS DORTA Y ROXANA GAJARDO

Laboratorio de Procesos Fermentativos, Centro de Biología Celular, 

Instituto de Biología Experimental, Facultad de Ciencias, Universidad Central de Venezuela 

Calle Suapure, Colinas de Bello Monte. Caracas - Venezuela. 

Correo-e: roxana.gajardo@ciens.ucv.ve 
 

Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria Gram positiva capaz de formar un cristal paraesporal que contiene δ-

endotoxinas, también llamadas proteínas Cry, las cuales son tóxicas para insectos. Por su efectividad y especificidad, B. 

thuringiensis var. israelensis (Bti) muestra efectos entomopatógenos sobre Aedes aegypti, vector principal del dengue, 

fiebre amarilla, fiebre chikungunya, entre otras enfermedades, tanto en Venezuela como en el mundo. Por esta razón, se 

hacen atractivas las investigaciones sobre las formulaciones y optimización de la producción de esta bacteria, como una 

estrategia de control biológico. Este trabajo tuvo como objetivo principal desarrollar un medio de cultivo a partir de 

subproductos agroindustriales (melaza y Concentrín 21®), que permitiera el crecimiento de Bti, y la obtención del 

complejo espora-cristal. Se obtuvieron  títulos de esporas por el orden de 108 esp/mL en los medios de cultivo donde se 

utilizó melaza y Concentrín 21®. Estos resultados fueron comparables a los obtenidos en el control con el medio A80. Se 

concluye que la melaza como fuente de carbono y energía, y el Concentrín 21® como fuente de nitrógeno, pueden ser 

utilizados como constituyentes dentro de formulaciones para el crecimiento de Bti, ya que demostraron eficacia a través de 

la obtención de altos títulos bacterianos.  
 
  

Introducción 

Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria 

esporogénica, Gram positiva y aerobia, que se ha 

usado como alternativa frente a los insecticidas 

químicos para el control de insectos plagas. Su 

patogenicidad radica en un cristal de proteínas, 

llamado también inclusión parasporal o -

entodotoxina, que se forma durante la fase 

esporulativa de su ciclo de vida. Este microorganismo 

ejerce su efecto patógeno únicamente cuando su 

proteína tóxica es ingerida y disuelta por proteasas, a 

pH básicos, en el intestino de la larva del insecto 

blanco. 

Dentro de las cepas de Bt, la variedad israelensis 

(Bti) se caracteriza por ser efectiva contra dípteros, 

entre ellos el culícido Aedes aegypti (6). Este vector 

se ha reportado como el transmisor de varias 

enfermedades que afectan a países de todo el mundo, 

entre ellas el dengue, la fiebre amarilla, la fiebre 

chikungunya y, en últimos reportes, el virus zika. 

 

Las primeras aproximaciones en la evaluación de 

la efectividad que pueda tener una cepa de Bti sobre 

el díptero se llevan a cabo cultivando la bacteria en 

medios definidos, que garanticen la efectiva 

producción del cristal tóxico (1). Sin embargo, para la 

producción de bioinsecticidas a gran escala se debe 

implementar el uso de productos que sean de bajo 

costo y que tengan disponibilidad inmediata. Por esta 

razón, los subproductos agroindustriales se convierten 

en la principal alternativa dentro de las formulaciones 

a nivel industrial. 

 

En Venezuela son pocas las investigaciones 

llevadas a cabo en torno a Bt, incluyendo las de 

formulaciones con base en esta bacteria. En el 

Laboratorio de Procesos Fermentativos (IBE-UCV) 

se han desarrollado algunas aproximaciones, las 

cuales se han evaluado sobre Bt var. kurstaki (Btk 

efectiva para combatir plagas de lepidópteros) (4, 9). 

No obstante, se necesitan estudios que estén 

dirigidos a las evaluaciones de formulaciones de 

medios de cultivos para el crecimiento de Bti. Los 

resultados podrían servir para el desarrollo de un 

bioinsecticida de producción nacional que permita el 

control de Ae. aegypti  y así minimizar el impacto de 

las enfermedades que transmite. Por tanto, en este 

trabajo se propuso evaluar medios de cultivo 

formulados con subproductos agroindustriales, 

partiendo de los medios de referencia formulados 

por Brazón (4) y Peñalver (9), que permitan un alto 

rendimiento en la obtención del complejo espora-

cristal de Bti. 

 

Crecimiento de Bt en medio de referencia 

La cepa de Bacillus thuringiensis var. israelensis 

fue inoculada en el medio rico definido, A80,  

diseñado por Arcas y col. (1) para el crecimiento 

bacteriano y la producción del cristal de Bti 
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(Composición g/L: (NH4)SO4: 1; K2HPO4: 1;  

KH2PO4: 1;  extracto de levadura: 5;  MgSO4.7H2O: 

1;  MnSO4.H2O: 0.03; CaCl2.2H2O: 0.04;  glucosa: 

5). La velocidad de agitación fue de 250 rpm, para 

evitar limitación por aireación, y la temperatura se 

ajustó a 30º C. Se realizaron diluciones seriadas y 

siembras del cultivo durante las primeras 8 h, cada 

hora, y luego a las 24, 48 y 72 h, con la finalidad de 

realizar la cinética del crecimiento de la bacteria. En 

cada evaluación también se hizo un tratamiento 

térmico de las diluciones (80ºC durante 10 min 

seguidos de 5 min en hielo) (7) con la finalidad de 

llevar a cabo la cinética de las esporas. 

 

Crecimiento de Bt en medios con subproductos 

Se utilizaron medios formulados a partir de melaza 

(jarabe obtenido del jugo de caña) y Concentrín 21
®
 

(mezcla deshidratada de agua de maceración de maíz 

y germen desgrasado de maíz) para evaluar el 

crecimiento bacteriano y la producción del cristal 

paraesporal de Bti. Las sales corresponden a las 

usadas en el medio A80, en las mismas cantidades. Se 

usaron 10 g de Concentrín 21
®
 y 5 g de melaza, en 

todos los casos (Tabla 1). Para llevar a cabo la 

cinética del crecimiento de Bti y la cinética de las 

esporas, se realizó el mismo procedimiento explicado 

en la sección anterior. 

Tabla 1. Componentes de Medios de Cultivo con 

subproductos Agroindustriales 

Constituyentes 
Medios 

MC1 MC2 MC3 MC4 

Concentrín 21®  + + + + 

Melaza - + - + 

Sales + - - + 

+: presencia. -: ausencia 

 

Resultados 

 

Cinética del crecimiento de Bti. 

El conocimiento básico relacionado con los 

requerimientos nutricionales de Bt es el paso inicial 

en el proceso de optimización de un medio de 

cultivo con propósitos de escalamiento. En este 

trabajo, se considera que el conteo de esporas es un 

método indirecto de conteo de cristales, pero se 

recomienda la realización de bioensayos que 

corroboren la actividad tóxica de Bti, crecida en 

estos medios desarrollados con subproductos 

agroindustriales de bajo costo y alta disponibilidad. 

 

En la producción  de Bti utilizando el medio de 

control A80, se obtuvo la curva de crecimiento 

representadas en la Figura 1. 
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Figura 1. Curva de crecimiento de Bti en medio de cultivo 

control A80. Sin aplicar choque térmico (  ) y aplicando a choque 

térmico ( ). TSC: Título sin choque térmico. TCC: Título con 

choque térmico. 

 
Una vez que se ha inoculado el A80, comenzó el 

desarrollo de la fase exponencial de crecimiento de 

Bti, evidenciada durante las primeras 7 horas de 

evaluación. No hubo fase de latencia, debido a que el 

cultivo se partió de un preinóculo hecho en el mismo 

A80. Durante las primeras horas de incubación, los 

nutrientes que componen el medio se encuentran en 

altas  proporciones, contribuyendo de forma 

exponencial al crecimiento de Bti. Al transcurrir las 

48 horas, se alcanzó la fase estacionaria, debida al 

agotamiento de los nutrientes del medio provocando 

una disminución de las células vegetativas y, de 

forma proporcional, un aumento de las esporas y 

presuntivamente, un aumento en el conteo del cristal 

paraesporal; es por ello que no se observó una fase de 

muerte. Es de destacar que a las 96 horas se alcanzó 

la lisis total como lo señalan (10). Los resultados 

obtenidos indicaron que se obtuvieron altos títulos de 

células vegetativas y al final altos títulos de esporas. 

Estos valores son similares a los obtenidos por (4) 

cuando realizó una curva de crecimiento en este 

mismo medio, usando como microorganismo modelo 

a Btk. 

En cuanto a los parámetros cinéticos, calculados a 

partir de la ecuación de la recta en la fase 

exponencial, también se obtuvieron resultados 

parecidos a los reportados por Porcas y Juárez (4). La 

velocidad máxima de crecimiento (μmáx) de Bti en 

A80 fue igual a 0,58 h
-1

, comparado con la μmáx de 

0,67 h
-1

 obtenido por Brazón (4). Esta pequeña 

diferencia podría estar asociada a que la μmáx depende 

principalmente del microorganismo y del tipo de 

medio de cultivo donde se permita su crecimiento (3). 

Por su parte, el tiempo generacional (Tg) fue 

calculado a partir del valor de μmáx. El Tg es un 

parámetro útil para el conocimiento de las 

condiciones fisiológicas de la población celular así 

como también, es un indicador de efectos positivos o 
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negativos de algún tratamiento sobre el cultivo 

bacteriano (5). Se ha reportado que en general Bt 

posee un Tg entre 30-90 minutos, dependiendo del 

medio de cultivo en el que se encuentre (11). En este 

trabajo, se obtuvieron duplicaciones de la población 

en 1,2 h, lo que se asemeja al Tg igual a 1,04 h, 

obtenido por Brazón (4). En otras investigaciones, 

donde Bti fue crecida en medio LB, se reportaron 

valores de Tg alrededor de 3,6 h (2, 8). Posiblemente, 

estas discrepancias se deben a que el medio LB no 

contiene una fuente de C y energía de fácil 

disponibilidad y además no posee las sales necesarias 

para el óptimo desarrollo de las variedades de Bt. 

 

Por su parte, la curva de crecimiento de Bti en el 

medio MC1 se presenta en la Figura 2.  
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Figura 2. Curva de crecimiento de Bti en el medio MC1 

compuesto por Concentrín 21® y sales. Sin aplicar choque 

térmico ( ) y aplicando a choque térmico ( ). TSC: Título sin 

choque térmico. TCC: Título con choque térmico. 

 

Se puede observar que durante las primeras horas 

de evaluación, se distinguió un aumento exponencial 

en los títulos bacterianos. Este incremento se 

mantiene hasta las 48 horas, y la diferencia entre la 

población inicial y la final es de 380 veces. A partir 

de este punto, se observó la fase estacionaria en el 

crecimiento y la concentración de células se mantiene 

en el mismo orden hasta alcanzar las 96 horas (4x10
8
 

cél/mL). Este mismo comportamiento se observó al 

aplicar el tratamiento térmico. Peñalver (9) obtuvo un 

título bacteriano igual a 4x10
8
 esp/mL en el medio 4, 

compuesto por Concentrín 21
® 

y sales definidas, lo 

cual coincide con los valores obtenidos en este 

trabajo. 

  

Lo anterior demuestra que MC1 puede utilizarse 

como medio de cultivo para el crecimiento de Bti. Es 

necesario destacar que el Concentrín 21
®
, añadido a 

este medio, no sólo actúa como fuente de nitrógeno 

sino también como fuente de carbono y energía, 

porque en su composición hay presencia de 

carbohidratos, y este exceso lo pudieran aprovechar 

las células para aumentar su crecimiento. La 

producción del cristal parasporal depende también de 

las sales, que están presentes de manera definida en 

este medio. El valor de μmáx en MC1 fue igual a 

0,7044 h
-1

, con un Tg igual a 1 h. Estos valores son 

mayores, aunque en el mismo orden de magnitud, a 

los obtenidos en el medio A80. 

 

El crecimiento de Bti en el medio MC2 se muestra 

en la Figura 3. 
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Figura 3. Curva de crecimiento de Bti en el medio MC2 

compuesto por Concentrín 21® y melaza. Sin aplicar choque 

térmico (  ) y aplicando a choque térmico (  ). TSC: Título sin 

choque térmico. TCC: Título con choque térmico. 

 

Al evaluar este medio, se observó un crecimiento 

más lento en la fase exponencial, respecto a los 

medios anteriores. Luego, a las 96 horas, los títulos 

fueron de 3,1x10
8
 cél/mL sin choque térmico, y un 

título igual a 3,5x10
8
 esp/mL, aplicando choque 

térmico. Estos títulos finales alcanzaron el mismo 

orden de magnitud que los títulos en el A80. En 

cuanto a los parámetros cinéticos, los mismos 

expresaron una μmáx igual a 0,2013 h
-1

 y un Tg igual a 

3,4 h, es decir, tres veces mayores a los obtenidos en 

los medios MC1 y A80. Posiblemente, esta diferencia 

se debió a que en MC2 no se suministró una fuente de 

sales y por esta razón haya disminuido la tasa 

metabólica de la bacteria.  
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Figura 4. Curva de crecimiento de Bti en el medio MC3 

compuesto únicamente por Concentrín 21® Sin aplicar choque 

térmico ( ) y aplicando a choque térmico (  ). TSC: Título sin 

choque térmico. TCC: Título con choque térmico. 

 

En cuanto al desarrollo de Bti en el medio MC3, 

éste arrojó como resultado un crecimiento más rápido 
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al observado en MC2, pero más lentos que MC1 y 

A80 (Figura 4). A las 72 horas, el título fue 190 veces 

mayor que el obtenido a las 24 horas, sin aplicar 

choque térmico. Lo mismo ocurre cuando es sometido 

a choque térmico, obteniendo un valor a las 96 horas, 

un poco menor al obtenido en MC1, MC2 y A80, 

pero en el mismo orden de magnitud. Peñalver (9) 

obtuvo un título igual a 3,1x10
8
 esp/mL utilizando el 

medio 5, compuesto únicamente por Concentrín 21
®
, 

siendo igual al título obtenido en el medio MC3, en 

este trabajo. Quizás este resultado sea debido a que al 

agotarse los carbohidratos que provee el Concentrín 

21
®
, este suplemento se convirtió en recurso 

limitante. En cuanto a los parámetros cinéticos, se 

obtuvieron valores de μmáx y Tg similares a los 

obtenidos en el medio MC2.   

 

En MC4 el crecimiento tuvo el comportamiento 

señalado en la Figura 5. 
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Figura 5. Curva de crecimiento de Bti en el medio MC4 

compuesto por Concentrín 21®, melaza y sales. Sin aplicar 

choque térmico (  ) y aplicando choque térmico (  ). Tsc: título sin 

aplicar choque térmico. Tcc: Título con choque térmico 

 

Se obtuvo como resultado un mayor número de 

células en la fase exponencial respecto a los medios 

MC2 y MC3. A las 72 horas de inoculación, se 

obtuvo un título igual a 3,8x10
8
 cél/mL, sin choque 

térmico, y con choque térmico fue de 2,9x10
8
 

esp/mL. Se puede observar que están cercanos al 

título obtenido en el medio A80, por lo que podría 

estimarse que es un buen medio de cultivo para Bti, 

ya que suministra los componentes y cantidades 

necesarias para su crecimiento y formación del 

cristal paraesporal. Se destaca un crecimiento 

óptimo por la presencia de fuente de carbono 

suministrada por la melaza; fuente de nitrógeno, 

suministrada por Concentrín 21
® 

y fuente de sales, 

que garanticen la formación del cristal tóxico, 

proporcionadas por las sales definidas del medio 

A80. 
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La identificación de marcadores moleculares específicos, fenotípicos o genotípicos, de un parásito, constituye una 

herramienta apropiada para utilizarla en identificación, diagnóstico y epidemiología. Triatoma maculata, vector del 

Trypanosoma cruzi causante de la enfermedad de Chagas, ha sido considerado  una especie silvestre  propia de  palmas, 

árboles secos, cercas y nidos de aves. La variabilidad genética y la variación intraespecífica de esta especie pueden ser 

fundamentales en el control y vigilancia vectorial. Adultos de T. maculata, un total de 492 individuos, fueron capturados 

en el período 2012–2013 en áreas domésticas, peri-domésticas, y silvestres de diferentes regiones endémicas de 

Venezuela. Estos ejemplares fueron sometidos a evaluación comparativa de la variabilidad fenotípica alar y de marcadores 

genotípicos como el gen mtCytb y la región de los genes de β-tubulina. Los resultados revelan que insectos capturados en 

el hábitat doméstico mostraron una significativa reducción en el tamaño de alas y un marcado polimorfismo para los 

marcadores estudiados, en comparación con aquellos insectos capturados en el peri-domicilio o en su hábitat silvestre. En 

términos epidemiológicos, los resultados confirman la sugerencia previa de domiciliación de T. maculata. Tal 

domiciliación asociada a la presencia de ninfas del vector en el domicilio, representa un alto riesgo de transmisión de la 

enfermedad de Chagas. 

  

Introducción 

Los triatominos (Hemiptera, Reduviidae, 

Triatominae) son insectos hematófagos estrictos, que 

actúan como vectores de tripanosomatideos tales 

como Trypanosoma cruzi, agente causal de la 

Tripanosomosis Americana o Enfermedad de 

Chagas (ECh), una de las parasitosis de gran 

importancia médica en el Neotrópico. En Venezuela, 

la ECh constituye un problema de salud pública 

(1,8).  

Tanto en Venezuela como en otros países de Sur 

América, la transmisión vectorial de T. cruzi ha sido 

asociada tradicionalmente a los ambientes 

domésticos (D) y peridomésticos (PD) de áreas 

rurales, con condiciones socioeconómicas precarias 

y con elevada presencia de vectores. Sin embargo, 

han aumentado las evidencias de colonización del 

domicilio urbano por triatominos, tales como 

Triatoma maculata y Panstrongylus geniculatus, 

que hasta ahora habían sido asociados mayormente a 

hábitats silvestres (S) (7).  

La domiciliación de los triatominos pudiese ser un 

evento adaptativo, que algunas veces puede llevar a 

la simplificación de características fenotípicas y 

genotípicas producto de variaciones en el 

microclima o reducción de mamíferos silvestres que 

sirven como fuente de alimentación, entre otros 

factores. El uso combinado de métodos fenotípicos 

tales como el análisis de morfometría geométrica, y 

genotípico como el análisis del polimorfismo 

genético de marcadores moleculares, es de gran 

utilidad en la evaluación de poblaciones de vectores 

relacionados con la enfermedad de Chagas y en el 

establecimiento de intervenciones apropiadas para el 

control de la parasitosis.  

En este trabajo se evalúa la dispersión del vector T. 

maculata a lo largo de ecótopos S, PD y D, en varias 

zonas endémicas de distintos estados de Venezuela, 

utilizando enfoques tanto fenotípicos como 

genotípicos. La variabilidad fenotípica de los 

ejemplares colectados se determinó mediante un 

estudio de morfometría geométrica del ala, 

utilizando los programas Tps-Dig2, MorphoJ y 

PAST, mientras que el polimorfismo de los 

marcadores molecular Cyt b y la región de los genes 

de β-tubulina se utilizó para establecer la 

variabilidad genotípica. 

 

Variabilidad fenotípica en T. maculata. El estudio 

se basó en la determinación de los cambios en el 

tamaño y la forma de las alas a partir del 

desplazamiento en el plano (2D) o en el espacio 

(3D) de un conjunto de puntos anatómicos de 

referencia (PAR), basados en el uso de 

coordenadas sobre un sistema de dos o tres ejes 

perpendiculares (2). 
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De 492 especímenes de T. maculata estudiados, 

49,2% fueron machos (M) y 50,8% hembras (H); 

20,73% del total fueron positivos a T. cruzi de 

acuerdo a ensayos de PCR utilizando mini-exón. 

Los insectos se colectaron en seis estados 

venezolanos (centrales, orientales y occidentales) 

con una distribución de ecótopos de 26% D, 67% 

PD y 7% S.   

 

 
Figura 1. Diferencias en la forma del ala 

entre machos y hembras de Triatoma 

maculata de áreas endémicas de Venezuela.  

(A) PAR identificados en el ala de T. 

maculata. La numeración de los puntos 

(PAR1–9) está referido al arreglo de 

coordenadas usando  el programa  tps Dig 2.0. 

(B) Diferencias en la arquitectura alar de T. 

maculata. Diferencias entre machos (M) y 

hembras (H) de T. maculata están 

representadas por la deformación de las 

rejillas y la variación entre los PAR 

homólogos (círculos). La superposición del 

consenso entre las diferencias en la forma del 

ala de M (línea sólida) y H (línea 

discontinua), son representadas por 

incongruencia entre hitos homólogas (flechas 

solidas) (4,5).  

 

El tamaño promedio de la región de la membrana del 

ala fue de 1,984 mm para F y 1,786 mm para el M. 

Las diferencias en la conformación, sobre la base de 

la deformación de rejillas hechas por análisis 

discriminante, reveló que el M tiene un menor grado 

de variación en comparación con la H, lo cual es 

indicativo de un dimorfismo sexual (Fig. 1B).  

La conformación de la arquitectura alar basado en la 

variación del tamaño del centroide (CS) en cada 

ecótopo (Fig. 2) pone en evidencia una asociación 

entre insectos del PD y S, sin diferencia significativa 

entre ellos (p = 0,0392 para PD y p = 0,0382 para S), 

mientras que diferencias significativas (p = 0,0051) 

se observaron  cuando la comparación se realizó 

entre especímenes de los ecótopos PD y S con 

insectos capturados en el ecótopos D, 

independientemente de su sexo (Fig. 2). 

  

 
Figura 2. Variación del tamaño del 

centroide (CS) entre ecótopos y sexo de 

Triatoma maculata provenientes del 

centro-oriente-occidente de Venezuela. 

Las cuadros muestran las diferencias de 

tamaño isométrico de alas entre ecótopos 

(D; PD; y S) y sexo (H y M), de diferentes 

estados y localidades. Cada cuadro muestra 

la media (línea horizontal dentro de la caja), 

desviación estándar (línea vertical). 

Distribución en ecótopos de M: 242 (D: 29; 
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PD: 172; y S: 43) y H: 250 (D: 24; PD: 158; 

y S: 63). p: diferencias estadísticas 

significativas (4,5).  

 

La variación en el tamaño y conformación de las 

alas, permitió la agrupación de los ejemplares de T. 

maculata por regiones (estados centrales, 

orientales y occidentales), además de establecer 

diferencias entre los distintos ecótopos (Fig. 3). 

Los resultados mostraron grupos de M y H de T. 

maculata capturados en ecótopos S y PD en 

Anzoátegui, Monagas y Portuguesa. Interesante, 

una mayor variación en la tendencia de consenso 

se encontró para ambos sexos en los especímenes 

capturados en ecótopos D de Anzoátegui y 

Monagas (Fig. 3, los cuadrados a y b) (4,5). 

 

Figura 3. Variabilidad fenotípica de 

Triatoma maculata. Diagrama factorial de los 

componentes principales de la arquitectura 

alar de T. maculata. El tamaño y 

conformación hacen la mayor contribución 

(70%) a la variabilidad alar. El círculo en 

guiones (--) representa el grupo estándar, 

mientras que el continuo (-) representan las 

agrupaciones por regiones con elipses de 

confianza (>95%) para especímenes M 

(puntos negros) y F (puntos grises) de los 

estados Anzoátegui, Portuguesa y Monagas. 

Los cuadros a y b, representan la agrupación 

de los ejemplares M y F que mostraron las 

mayores diferencias en la arquitectura alar en 

comparación con la configuración de 

consenso, representando ejemplares del D 

(4,5). 

 

El hecho de haber encontrado huevos y ninfas en los 

ambientes domiciliarios, y la alta incidencia de 

infección por T. cruzi de triatominos adultos, 

corroboró su capacidad de domiciliación, lo que 

podría considerarse un factor de riesgo 

epidemiológico, en especial para los estados 

Anzoátegui y Monagas. La disponibilidad de fuente 

de alimento, la poca delimitación natural de los 

ecótopos D, PD y S en algunos ambientes, la menor 

presencia de depredadores y las características 

propias de las viviendas, favorecerían el 

desplazamiento de los vectores desde los ecótopos 

PD y S al D, permitiendo así el establecimiento de la 

especie vector (2,5,6). 

 

Variabilidad genética en T. maculata. A objeto de 

establecer la posible domiciliación de T. maculata, 

se evaluó comparativamente la variabilidad de 

marcadores genotípicos como el espaciador el gen 

del citocromo b (Cyt-b) y la región de los genes de 

β-tubulina, de subpoblaciones del vector  que 

habitan en distintos ecótopos en la región oriental de 

Venezuela.  

 
Figura 4. PCR/RFLP del gen Cyt-b de T. 

maculata en diferentes estados y ecótopos 

de Venezuela. Productos de PCR fueron 

digeridos simultáneamente con KpnI/XhoI y 

los fragmentos separados por electroforesis 

en gel de agarosa al 3%. (M) marcador DNA 

100 pb (GIBCO BRL). (1-3) Anzoátegui; (4-

6) Sucre; (7-9) Monagas; (10-11) Bolívar; 

(12) Nueva Esparta-PD; (13-14) Portuguesa, 

D: Domicilio; PD: Peridomicilio; S: 

Silvestre (3,4). 

 

La amplificación de Cyt-b de T. maculata, generó un 

producto de ~600 pb. El análisis de PCR-RFLP, con 

las enzimas de restricción KpnI y XhoI, permitió una 

descripción parcial de algunos índices de 

variabilidad genética, identificando dos patrones de 
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bandas (rojo y azul), y claras diferencias en los 

perfiles asociados a los distintos estados en relación 

a ecótopos particulares (Fig. 4) (3,4).   

Igualmente, el patrón de bandeo PCR-RFPLs, 

generado por la acción de las enzimas BamHI/KpnI 

en un segundo marcador, el gen de la β-tubulina, 

sugirió variabilidad de la especie T. maculata en 

relación al ecótopo y/o del estado (4,5). Los estados 

Monagas y Anzoátegui mostraron mayores 

diferencias en cuanto al patrón de bandeo por 

ecótopos. El análisis de estos con el programa Gel 

Compar II (Versión 5.1.), utilizando criterios de 

Máxima Parsimonia, Máxima y Mínima 

Verosimilitud e Inferencia Bayesiana, reveló una 

topología característica para ejemplares de cada 

estado. Sin embargo, las muestras de Anzoátegui y 
Monagas revelaron agrupamientos similares en los 

perfiles genéticos, donde ejemplares de los ecótopos 

S y PD tienen similitud de agrupamiento que difiere 

de la agrupación de los ejemplares D. 

 

Conclusiones  

Los estudios de variabilidad fenotípica y genotípica 

en T. maculata mostrados en este estudio sugieren: 

 diferencias significativas en la arquitectura 

alar (variabilidad fenotípica), encontrándose 

una reducción del tamaño alar en ejemplares 

domiciliados. 

 la variabilidad genotípica encontrada mostró 

asociación con la variabilidad fenotípica.  

 una adaptación al domicilio por parte T. 

maculata. 

 

Se demuestran, mediante técnicas fenotípicas y 

genotípicas, procesos de adaptación de T. maculata a 

cada ecótopo (D, PD y S),  lo cual aunado a la 

presencia de estadios ninfales en el intradomicilio 

con positividad a T. cruzi, sugiere un aumento en el  

riesgo en la transmisión de la ECh en Venezuela. 
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El tratamiento de la leishmaniasis consiste en la administración de antimoniales como Pentostan y Glucantime, aunque 

se ha demostrado su toxicidad y el desarrollo de resistencia por parte de Leishmania sp. La búsqueda y evaluación de 

drogas alternativas, así como la de nuevos blancos terapéuticos, es de vital importancia para el tratamiento y control de 

la enfermedad. Como blancos alternativos de drogas hemos evaluado enzimas relacionados con la ruta de las Pentosas 

Fosfato (PPP) de Leishmania sp., como la 6 fosfogluconato deshidrogenasa (6PGDH), dada su importancia en la 

producción de poder reductor y la necesidad de éste cofactor en la eliminación de iones de oxígeno a través del sistema 

de la tripanotionina. Estudios comparativos del modelo estructural 3D obtenido para esta proteína, al igual que estudios 

de Dinámica Molecular, revelan: diferencias importantes en la estructura dimérica de la 6PGDH relacionada con la 

ausencia de algunos puentes salinos presentes en la enzima de T. brucei. 

Introducción 

El Laboratorio de Bioquímica y Biología Molecular 

de Parásitos ha estado interesado en el estudio de los 

posibles mecanismos genéticos y bioquímicos 

involucrados en el fenómeno de resistencia a drogas 

en Leishmania sp., al igual que la identificación de 

nuevos blancos terapéuticos (1,2). En este trabajo 

mostramos el potencial del modelado y dinámica 

molecular en la predicción estructural de proteínas 

como la 6 fosfogluconato deshidrogenasa (6PGDH), 

una enzima de la vía de las Pentosas Fosfato (PPP),  

 

Potenciales blancos de droga en Leishmania sp.: La 

6 fosfogluconato deshidrogenasa (6PGDH). La vía 

metabólica de las pentosas fosfato (PPP) es de vital 

importancia para un organismo como fuente de poder 

reductor, el cual juega un papel importante en 

kinetoplastidas en la protección contra el estrés 

oxidativo a través del sistema de la tripanotionina. La 

6 fosfogluconato deshidrogenasa (6PGDH) es la 

tercera enzima de la vía oxidativa de la PPP. Una vez 

identificado y secuenciado el gen para L. (L.) 

mexicana, la estructura 3D de la proteína se generó a 

través del programa SWISS-MODEL utilizando 

como plantilla la estructura cristalina de la enzima de 

T. brucei (PDB 1PGJ cadenas A y B), la cual muestra 

un alto grado de homología. La proteína es un homo 

dímero y el modelo obtenido (Fig. 1) fue comparable 

con aquellas estructuras de la misma proteína 

reportadas para T. cruzi, T. brucei (PDB 1PGJ), 

Lactococcus lactis (PDB 2IYP) y Ovis aries (PDB 

2PGD) (3,4). La forma activa de la enzima 6PGDH 

se ha descrito como un dímero y aunque la estructura 

entre distintos organismos es bien conservada, la 

enzima de Leishmania muestra diferencias 

importantes relacionadas con la interacción de las 

subunidades monoméricas en la formación de los 

puentes salinos (3,4). El dímero de la 6PGDH de 

Leishmania presenta 3 puentes salinos respecto a 5 de 

la enzima de T. brucei (Fig. 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figura  1. Superposición del modelo molecular del 

monómero de la 6PGDH de L. (L.) mexicana 

(morado) con los monómeros de la enzima de A. T 

brucei (1PGJ) (azul) B. T. cruzi  (gris); C. L. lactis 

(código PDB: 2IYP) (rojo) y D. O. aries (código 

PDB: 2PGD) (verde). La estructura de T. cruzi fue 

modelada en este trabajo usando SWISS-MODEL.  

A objeto de corroborar el modelo previamente 

establecido para la 6-PGDH de L. (L.) mexicana y T. 

cruzi y de estudiar el comportamiento de los pares 
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iónicos inter sub-unidades de la forma activa de la 

enzima, se realizó un estudio comparativo de 

Dinámica Molecular de las enzimas nativas. Un 

estudio de mutagénesis in silico permitió verificar el 

efecto de restituir los pares iónicos faltantes en la 

enzima nativa de Lm6-PGDH en comparación con 

Tc6-PGDH; se realizaron las siguientes mutaciones in 

silico: en Leishmania 
477
A→

477
E para restituir el par 

iónico 2 y en T. cruzi 
259
C→

259
R y 

246
V→

246
D para 

restituir los pares iónicos 3 y 4, respectivamente. La 

DM se realizó de acuerdo a los protocolos 

establecidos, los cuales incluyen las etapas de 

preparación, calentamiento, pre-equilibrio y 

producción. El análisis de la etapa de producción 

permitió validar todos los modelos estructurales en 

relación a la estabilidad de las mismas, plegamiento 

de la estructura de las proteínas y la validación 

geométrica y energética. 

   

Un detalle del sitio activo de la enzima (Fig. 2), 

muestra la ubicación de los puentes salinos (puentes 1, 

3, 4 y 5) en Lm6PGDH y puede observarse 

claramente la ausencia, en esta estructura, del puente 2  

en la entrada de la cavidad del sitio activo.  

 
Figura 2. Modelo estructural de la enzima 

6PGDH de L. (L.) mexicana. En la ampliación se 

muestra la ubicación espacial de los puentes 

salinos y la cavidad del sitio activo. Los pares de 

residuos formando puentes salinos están 

numerados de acuerdo a la secuencia de la 

enzima de T. brucei  y se indican en colores azul 

(puente 1), fucsia (puente 3),  verde (puente 4) y 

amarillo (puente 5), respectivamente. En color 

rojo se observa la ausencia en esta estructura del 

puente 2. 

En la Figura 3 se muestra para cada una de las 

enzimas Tb6-PGDH (azul), Lm6-PGDH (rojo) y Tc6-

PGDH (verde) los valores obtenidos de r (distancia 

entre los aminoácidos) para cada par iónico durante el 

tiempo de la simulación de Dinámica Molecular. Tal 

como se observa en la gráfica que corresponde a la 

simulación de las proteínas nativas, la ausencia del 

puente 2 en la estructura de Lm6-PGDH genera una 

fuerte perturbación a los puentes 3 y 4, aumentando la 

distancia entre los aminoácidos hasta superar los 8 Å, 

donde ya el puente salino realmente es inexistente (5). 

Esto se atribuye a la ubicación espacial del puente 2, 

justo a la entrada de la cavidad del sitio activo. Las 

perturbaciones observadas en los puentes se traducen 

en un aumento en el volumen de la cavidad del sitio 

activo. Por el contrario en la estructura de Tc6-PGDH 

(verde) la ausencia de los puentes 3 y 4, no provoca 

mayor perturbación en los puentes restantes. 

 

El análisis de Dinámica Molecular, previamente 

restituyendo la condición patrón de T. brucei (cinco 

puentes salinos) a través de mutaciones in silico,  

permite observar claramente como se restablecen las 

distancias, no solamente del puente 2, sino también de 

los puentes 3 y 4 (Tabla 1 y Figura 3) a la distancia de 

los puentes que se observa en la estructura cristalina 

de Tb6-PGDH, que corresponde a la de puentes 

salinos formales de 3,5-4 Å. 

 

Tabla 1. Parea iónicos inter sub-unidades presente en 

las enzimas nativas Tb6-PGDH, Lm6-PGDH, Tc6-

PGDH y sus respectivas enzimas mutadas.   

 
 

La 6-PGDH es un dímero, que se mantiene unido a 

través de interacciones electrostáticas (puentes 

salinos) entre los tallos de cada monómero. Los 

resultados de las simulaciones nos permiten explicar, 

como la perturbación observada en la estructura 

cuaternaria de la enzima de L. (L.) mexicana sería la 

responsable de la inestabilidad cinética de esta 

enzima,  así como de su  la afinidad diferencial a 

ciertos inhibidores.  

Subunidad A 

Subunidad B 

Sitio Activo 

6PG 
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La estructura molecular 3D de la 6PGDH de L. (L.) 

mexicana ha sido obtenida, mostrando características 

típicas de una estructura nativa, con diferencias 

respecto a la estructura de T. brucei en los grupos de 

amino ácidos  relacionados con la formación de la 

forma dimérica activa de la enzima. 

 
Figura 3. Distancia entre centroides de los amino 

ácidos que forman los puentes salinos (r, en Å) en 

función del tiempo (tns: en nano segundos) de Tb6-

PGDH (azul), Lm6-PGDH (rojo) y Tc6-PGDH (verde) 

para las enzimas nativas y mutadas. 
 

En las últimas dos décadas el tamizado virtual de 

librerías ha jugado un papel preponderante en el 

descubrimiento de moléculas inhibidoras de proteínas 

que son blancos terapéuticos. En el área farmacéutica, 

es considerada la herramienta más importante del 

CADD (Computer Aided Drug Design) que permite 

barrer grandes librerías de compuestos y reducirlos a 

un conjunto clave de compuestos, o hits, que se 

consideran candidatos a fármacos respecto a un 

blanco específico. La 6-PGDH se considera blanco 

específico y selectivo porque su función enzimática 

resulta esencial para la viabilidad del parásito, y 

difiere lo suficiente de la del hospedador  mamífero 

(< 35% de identidad de secuencia de AA), para 

prevenir cualquier reactividad cruzada o interacción 

que pudiera resultar adversa. Como resultado de las 

simulaciones de DM se cuenta con un modelo 3D 

optimizado para esta enzima y ha sido posible iniciar 

un estudio de tamizado virtual, empleando Docking 

molecular, con el propósito de seleccionar entre una 

amplia librería de compuestos con una alta afinidad 

por la enzima y que serian evaluados posteriormente 

in vivo (Figura 4). 

 

 

 
 

Figura 4. Esquema general tamizado virtual de librerías 

con Lm6-PGDH empleando Docking Molecular 
 

Conclusiones 

La estructura molecular 3D de la 6PGDH de L. (L.) 

mexicana ha sido obtenida, mostrando características 

típicas de una estructura nativa, con diferencias 

respecto a la estructura de T. brucei en los grupos de 

amino ácidos  relacionados con la formación de la 

forma dimérica activa de la enzima.  
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Una de las líneas de investigación el Laboratorio de Genética Molecular aborda en el desarrollo de herramientas para el 

análisis genético en Trypanosomas y Leishmania, particularmente la construcción de vectores de expresión utilizando el 

promotor ribosomal y la construcción de líneas fluorescentes útiles en el estudio de la biología  de estos parásitos. En 

conjunto con el Laboratorio de Fisiología de Parásitos, IVIC, nos interesa estudiar el curso de la infección por 

Trypanosoma cruzi inoculado por vía oral en el modelo murino como base para entender el comportamiento del parásito 

en los casos agudos de la enfermedad de Chagas producto de la contaminación de alimentos con vectores infectados. 

Presentamos una actualización sobre el uso de marcadores in vivo en el estudio de las enfermedades parasitarias en 

humanos y animales de interés para el consumo humano causadas por especies de la familia Tripanosomatidae 

(Trypanosoma cruzi, Leishmania, Trypanosoma brucei y Trypanosoma vivax), que incluye nuestros aportes en el contexto 

de la aplicación de la fluorescencia in vivo para el estudio de la compleja relación vector-hospedador-parásito en estos 

Tripanosomatidae, y su uso en la evaluación de bancos de drogas en la búsqueda de terapias más eficaces. 

  

Introducción 

Entre los organismos parásitos de la familia 

Tripanosomatidae hay especies que causan 

enfermedades en humanos y animales. Trypanosoma 

cruzi y especies de Leishmania producen la 

enfermedad de Chagas y el espectro de enfermedades 

conocidas como leishmaniasis en humanos, 

Trypanosoma brucei origina la enfermedad del sueño 

en humanos y Nagana en bovinos, mientras que 

Trypanosoma evansi produce la surra en bovinos, 

equinos y otros animales de cría. Todas éstas son 

consideradas enfermedades olvidadas debido a que 

reciben insuficiente financiamiento para la 

investigación, básica y aplicada, incluyendo aquélla 

dirigida al desarrollo de nuevos tratamientos, a pesar 

de que amenazan a millones de personas y afectan a 

la producción de alimentos de origen animal en vastas 

regiones de los cinco continentes. Conocer la biología 

de estos organismos, su metabolismo y detalles de los 

procesos de interacción con sus hospedadores y 

vectores ofrece posibilidades en el desarrollo de 

estrategias terapéuticas y de control para estas 

enfermedades.  

Las técnicas y metodologías experimentales para 

analizar la interacción de estos microorganismos y 

sus hospedadores han sido determinantes para 

entender los procesos que establecen la infección y 

su permanencia en el organismo causando la 

enfermedad. La microscopía de luz, inicialmente 

utilizando métodos de fijación y tinción de tejidos y 

posteriormente, incorporando marcadores 

moleculares, inmunológicos e innunocitoquímica, 

permitió describir los ciclos de vida de estos 

Trypanosomatidae en el hospedador vertebrado y los 

insectos vectores. Existe información a nivel celular 

y en menor grado, a nivel molecular, de los ciclos de 

vida de los parásitos patógenos Trypanosoma brucei, 

Trypanosoma cruzi, especies de Leishmania  (Figura 

1) y otros tripanosomas (T. evansi, T, rangeli, T. 

equiperdum y T. vivax).  

Progresivamente la microscopía óptica y los 

enfoques para obtención de imágenes in vivo han 

incorporado nuevos marcadores reporteros. La 

proteína de fluorescencia verde, GFP por sus siglas 

en inglés Green Fluorescent Protein, proveniente de 

la medusa Aequorea victoria, ha surgido como el  

biomarcador que ha permitido visualizar el curso y 

funcionamiento de las proteínas dentro de la célula, 

y seguir el trazo de procesos de desarrollo y 

migración celular (16). El marcaje in vivo con GFP 

constituye una poderosa herramienta para abordar el 

estudio de las interacciones en los complejos ciclos 

de los parásitos tripanosomatideos permitiendo 

obtener información a nivel celular y molecular de 

los mecanismos de invasión, tropismos y 

distribución celular, intercambio genético, inclusive, 

conocer la carga parasitaria en el curso de las 

diferentes fases de la infección. Así mismo, disponer 
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de parásitos fluorescentes permite diseñar ensayos 

de alto rendimiento para la evaluación de bancos de 

drogas en la búsqueda de terapias más eficaces (11). 

 
Figura 1. Ciclos de vida de Trypanosoma brucei, 

Trypanosoma cruzi y Leishmania major. Representación de los 

ciclos de vida de Leishmania major, Trypanosoma cruzi y T. 

brucei, agentes etiológicos de la leishmaniasis, enfermedad de 

Chagas y enfermedad del sueño, respectivamente, mostrando las 

formas parasitarias en los estadios del insecto vector y en el 

hospedador mamífero. Leishmania major prolifera 

extracelularmente como promastigotes (P) en el intestino medio 

del flebotomino. Las formas metacíclicas (M) del parásito son 

transmitidas durante la picadura al torrente sanguíneo donde 

invaden a los macrófagos del mamífero. Dentro de la célula los 

metacíclicos se transforman a amastigotes (A) y se dividen antes 

de ser liberados por la lisis celular. Trypanosoma cruzi se replica 

como epimastigotes (E) en el intestino medio del insecto 

reduviide y se diferencia a las formas metacíclicas infectivas 

(M) que son excretadas con las heces del vector que invaden 

diferentes tipos celulares cuando entran en contacto con el 

hospedaros mamífero. Intracelularmente se transforman a 

amastigotes proliferativos (A) los cuales se transforman a 

formas tripomastigotas sangícolas (T) causando la lisis celular e 

invadiendo nuevas células. Trypanosoma brucei se diferencia de 

formas procíclicas (P) a epimastigotes proliferativos (E) en la 

mosca tsetse, transformándose luego en formas metacíclicas (M) 

infectivas en las glándulas salivares. Luego de ingresar al 

hospedador durante la ingesta de sangre, las formas M se 

diferencian a formas largas y delgadas (L) que proliferan en el 

torrente sanguíneo y pueden llegar al sistema nervioso central. 

Incrementado el número de parásitos estas formas (S) son 

reemplazadas por formas redondeadas “stumpy” (S) no 

proliferativas. Tomado con modificaciones de (14). 
 

Vectores de expresión y métodos de transfección 

para la obtención de líneas transfectantes estables 

fluorescentes in vivo en los géneros Trypanosoma y 

Leishmania 
La aplicación de la fluorescencia como un marcador 

celular eficiente in vivo en mamíferos, levaduras y en 

los tripanosomas ha requerido desarrollar versiones 

del gen GFP adaptadas a estas células eucariotas, que 

incluyen cambios en el uso de codones prefiriendo a 

C/G en la segunda y tercera posición del codón, así 

como mutaciones termo estables al plegamiento de la 

proteína a 28°C y 37°C (16).  

La introducción de GFP en sistemas heterólogos 

utiliza vectores diseñados para la expresión estable de 

la fluorescencia in vivo en la célula receptora. En el 

caso particular de los tripanosomas, se han usado 

vehículos de clonamiento conteniendo secuencias que 

destinan su integración en el genoma nuclear, 

promotores fuertes dirigiendo la expresión y señales 

para el correcto procesamiento y estabilidad del 

ARNm del gen reportero (15). Utilizando elementos 

promotores de la transcripción de los genes 

ribosomales y antígenos de superficie, conjuntamente 

con señales presentes en las regiones intergénicas 

para el proceso de edición en trans del ARNm, se han 

construidos vectores de expresión estable para varias 

especies de los géneros Trypanosomas y Leishmania 

que incorporan los genes de las proteínas 

flúorescentes verde (GFP) y rojo (DsRed), esta última 

proveniente de la anemona marina Discosoma striata 

(16) y mutaciones que derivan en otros colores, así 

como, otros reporteros bioluniniscentes como el gen 

de la luciferasa (LUC) (Tabla 1). 
 

Tabla 1. Características de algunos vectores desarrollados 

para la expresión de genes reporteros en Trypanosomas y 

Leishmania. 

 
 

En el Laboratorio de Genética Molecular (LGM) se 

han desarrollado los vectores pXGFP5(S65T)-R-

promoter para la expresión en especies del subgénero 

Leishmania (9) y pTREX-n-GFP5(S65T) y pTREX-

n-DsRed1.1 para T. cruzi y T. rangeli (8,10). 

La introducción de los genes reporteros en los 

Tripanosomatidae se realiza fundamentalmente 

mediante la electroporación del ADN del vector, 

siguiendo el esquema descrito en la Figura 2, el cual 

se inicia con la evaluación del nivel natural de 

resistencia de la cepa del parásito al antibiótico 

utilizado como presión selectiva mediante la 

determinación del IC50 (7), seguido de procedimiento 

de electroporación (8) y la selección a través de 

sucesivos pasos de cultivo alternando la ausencia y 

presencia de la presión selectiva, y culmina con el 

clonamiento de los cultivos fluorescentes estables (4). 

El proceso se lleva a cabo durante un período de  de 

seis a ocho semanas durante las cuales se realiza el 
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seguimiento de la viabilidad celular y la emisión de 

fluorescencia.   
 

 
Figura 2. Esquema del procedimiento para la obtención de 

líneas fluorescentes estables en Tripanosomatidae. 
 

La bioluminiscencia aplicada en Tripanosomatidae. 

La comunidad científica dedicada al estudio de los 

Tripanosomatidae en su compleja relación con 

hospedadores y vectores, asimilando las ventajas 

metodológicas que ofrecen los genes reporteros 

bioluminiscentes para su aplicación en experiencias 

in vivo, las cuales incluyen buena sensibilidad, baja 

toxicidad, simplificación del procesamiento de la 

muestra que dispensa la fijación y la facilidad en la 

captura de la imagen, los ha incorporado desde 

finales de los 90 en estudios que abarcan los 

mecanismos de invasión y el tropismo tisular 

durante la infección en modelos animales (5,11,12), 

la formación de híbridos y el intercambio genético 

durante el ciclo en hospedadores (3,13) y la 

evaluación de drogas (5,10,11) (Tabla 2).  

En el LGM construimos líneas fluorescentes verdes 

de Leishmania donovani (9) y observamos su 

desarrollo en el tracto intestinal de flebotominos de 

colonias de laboratorio y capturados en la 

naturaleza, abriendo la posibilidad de utilizar 

insectos no axénicos para evaluar capacidad 

vectorial. El vector pXGFP5(S65T)-R-promoter 

empleado en estos experimentos fue luego utilizado 

como herramienta para evaluar in vivo elementos 

reguladores de la transcripción por la ARN 

polimerasa I y señales de procesamiento del ARNr, 

en Leishmania amazonensis (1). La aplicación de la 

fluorescencia in vivo la extendimos a las dos 

tripanosomiasis americanas al evaluar el desarrollo 

en infecciones sencillas y mixtas de T. cruzi-DsRed 

y T. rangeli-GFP (10).  

Con el objetivo de estudiar del curso de la infección 

por T. cruzi inoculado por vía oral en el modelo 

murino, como base para entender el comportamiento 

del parásito en los casos agudos de la enfermedad de 

Chagas producto de la contaminación de alimentos 

con vectores infectados, como los ocurridos en el 

bosque urbanizado del valle de Caracas, estado 

Miranda  y  zonas  de  la costa del estado Vargas (2), 

 
Tabla 2. Aplicaciones de bioluminiscencia  en 

Tripanosomatidae. 

 
 

hemos construido líneas de parásitos fluorescentes 

verdes clonadas de cepas de reciente aislamiento a 

partir de Pastrongylus geniculatos capturado en una 

vivienda en Municipio los Salias, Estado Miranda 

(Figura 3) (7).  
 

 
Figura 3. Células VERO infectadas con líneas clonales de T. 

cruzi GFP5 (S65T). A y B. Células VERO infectadas con T. 

cruzi GFP5 (S65T). A y C Microscopía de luz. B y D 

Microscopía de fluorescencia. Aumento 400X. Las flechas 

indican Am: amastigotes; Tr: tripomastigotes; Ep: 

epimastigotes. 
 

Los parásitos desarrollaron el ciclo infectivo in vitro 

en células Vero, expresando la fluorescencia en 

todas las formas, amastigotas, epimastigotas y 

tripomastigotas y se han mantenido estables en 

cultivo por ocho meses. En este momento estamos 

en capacidad de abordar las infecciones en el 

modelo murino para estudiar el tropismo tisular, la 

sensibilidad a tratamientos, inclusive realizar el 

tamizaje de bancos de drogas en la búsqueda de 

terapia más eficientes. 
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Perspectivas 

El genoma de T. evansi muestra una gran similitud 

al de T. brucei (6), el tripanosomatidae más 

accesible al análisis con herramientas de la genética 

reversa, abriendo la posibilidad de utilizar sus 

vectores (3) para la expresión de reporteros 

fluorescentes y la aplicación de la bioluminiscencia 

en el estudio de la biología de este tripanosoma que 

infecta a bovinos, equinos y camélidos.  
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El embalse Camatagua es el principal reservorio de agua potable para la ciudad de Caracas. Su tributario principal, el río 

Guárico, recibe aguas desde fuentes eutrofizadas. El impacto de esta entrada de nutrientes sobre la comunidad del 

plancton no había sido evaluado, por lo que se planteó el  estudio de las variaciones de su abundancia y biomasa. 

Mensualmente (septiembre 2012-agosto 2013), se determinaron la abundancia (sedimentación en cámaras de Uthermöhl) 

y biomasa (expresada como concentración de clorofila-a, mediante la extracción con etanol) del fitoplancton y la 

abundancia (conteos en cámaras de Sedgwick-Rafter) y biomasa (determinación de peso seco) del zooplancton. Se 

registraron 37 especies del fitoplancton, siendo las cianobacterias dominantes (>90% de abundancia relativa). Los valores 

promedios de clorofila-a superaron los 39 µg/l. Los valores elevados de abundancia y biomasa del fitoplancton redujeron 

en más de 3 metros la transparencia del agua en pocos años. Por su parte, se registraron 25 taxa del zooplancton, siendo 

los copépodos >40% de la abundancia relativa promedio. La biomasa zooplanctónica superó, en promedio, los 400 µg 

p.s./l. Los valores registrados son propios de sistemas eutrofizados, por lo que la comunidad planctónica reflejó el impacto 

del aumento en la concentración de nutrientes de los últimos años. 

  

Introducción 

El embalse Camatagua es el principal reservorio de 

agua para Caracas. Los últimos estudios de carácter 

limnológico fueron efectuados en el año 1997 y, 

desde entonces, el embalse ha sufrido grandes 

variaciones en su nivel por eventos de sequía 

extrema, generados por el fenómeno de El Niño, 

además de la demanda creciente de agua potable 

para la población (2). 

 

De manera adicional, el efluente de la planta de 

tratamiento de aguas residuales Taiguaiguay (Edo. 

Aragua), fue desviado hacia el embalse Taiguaiguay 

y, desde allí, se bombea agua hacia el río 

Tucutunemo para la construcción del sistema de 

riego hacia los valles de esta zona. Sin embargo, por 

no haberse completado totalmente esta obra, parte 

del efluente de este sistema está siendo vertido hacia 

el río Guárico, principal afluente del embalse 

Camatagua (4). Este trasvase de agua desde fuentes 

altamente eutrofizadas y contaminadas, como lo es 

el embalse Taiguaigay (Estado Aragua), y todos sus 

impactos sobre la calidad de las aguas del embalse, 

no habían sido evaluados aún, por lo que se hizo 

necesario cuantificar el grado actual de 

eutrofización. 

 

En vista de lo anteriormente expuesto, se planteó el 

objetivo de evaluar el impacto de esta entrada de 

nutrientes sobre la comunidad planctónica, 

determinando sus variaciones de abundancia y 

biomasa.  

 

Área de estudio 

El embalse Camatagua está alimentado 

principalmente por el río Guárico, formando parte de 

su cuenca (6). Se encuentra ubicado a una cota de 302 

m.s.n.m., con un área de 5.900 ha y un volumen de 

1.250 millones de m
3
. Su profundidad media es de 21 

m y la descarga de 19 m
3
/s permite calcular un tiempo 

de residencia teórico de 761 días. Se emplea 

principalmente para el suministro de agua potable de 

la ciudad de Caracas y zonas aledañas; también se 

emplea para fines recreativos. Sus coordenadas 

geográficas son 09°49'10,6" N – 66°56'59,7" W. Para 

este estudio se seleccionaron cuatro localidades de 

muestreo: E1, cercana al dique; E2, Quebrada El 

Jobal; E3, Quebrada Zuata; E4, Río Guárico (Fig. 1). 

 

 
 

Figura 1. Mapa del embalse Camatagua, mostrando 

la ubicación relativa de las estaciones de muestreo. 
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Materiales y métodos 

 

Fitoplancton 

La abundancia se determinó mediante la  

sedimentación de un volumen conocido de muestra 

fijada con lugol en cámaras de sedimentación de 

Uthermöhl y luego por conteo de las algas con ayuda 

del microscopio invertido de plancton (10). La biomasa 

se estimó como contenido de clorofila-a, filtrando un 

volumen conocido (250 ml) de muestra a través de 

filtros de fibra de vidrio y extracción de la clorofila  

con etanol al 95% (8). 

 

Zooplancton 

La abundancia se estimó por conteos de submuestras 

de concentrados en cámaras de Sedgwick-Rafter para 

calcular la abundancia de las especies (10). La biomasa 

se estimó por peso seco en una ultramicrobalanza (1). 

 

Resultados 

Fitoplancton 

Durante el período de estudio se registraron 37 

especies del fitoplancton, siendo las algas verdes, 

correspondientes a la División Chlorophyta, las más 

diversas, alcanzando un total de 14 especies 

representadas en la muestra (Actinastrum hantzschii, 

Actinastrum minutissimum, Ankistrodesmus falcatus, 

Botryococcus braunii, Closterium acutum, 

Crucigenia quadrata, Chlorella vulgaris, 

Dictyosphaerium pulchellum, Euastrum sp., 

Monoraphidium spp., Nephrochlamys sp., Oocystis 

lacustris, Scenedesmus ecornis y Tetraedron sp.), 

seguidas en abundancia por las cianobacterias 

(Cyanobacteria) con 11 representantes (Anabaena 

spp., Cylindrospermopsis raciborskii, Chroococcus 

minimus, Dactylococcopsis acicularis, 

Gomphosphaeria sp., Leptolyngbya limnética, 

Merismopedia tenuissima, Microcystis holsatica, 

Oscillatoria limnética, Synechococcus linearis y 

Synechocystis aquatilis), de las diatomeas 

(Bacillariophyta) con 7 representantes (Aulacoseira 

granulata, Cyclotella meneghiniana, Epithemia 

zebra, Gomphonema sp., Navicula sp., Nitzschia sp. y 

Synedra ulna), las Cryptophyta (Cryptomonas erosa y 

Chroomonas nordstedtii) y Euglenophyta (Euglena 

sp. y Trachelomonas volvocina), con 2 especies cada 

división y, finalmente, las Pyrrhophyta con un 

representante (Peridinium spp.). 

 

Se registraron altas densidades de fitoplancton durante 

el período de estudio (Fig. 2), con el mayor valor 

promedio registrado en E3 (36814,6x10
3
 

Células/litro), seguida de E4 (29593,7x10
3
 

Células/litro), E2 (34882,8x10
3
 Células/litro) y E1 

(19142,2x10
3
 Células/litro). Tal densidad de 

organismos fitoplanctónicos es la responsable de la 

limitación de la penetración de la luz a través de la 

columna de agua (menos de 2 m de profundidad), por 

un efecto de auto sombreo (5,9). 

 

 
Figura 2. Variaciones de abundancia del fitoplancton 

en las diferentes localidades de estudio del embalse. 

 

El embalse se encontró dominado por cianobacterias, 

las cuales alcanzaron más del 90% de abundancia 

relativa en todas las localidades de estudio. Las 

especies Cylindrospermopsis raciborskii, Oscillatoria 

sp. y Leptolyngbya limnetica fueron las dominantes a 

lo largo del período de estudio. 

 

En lo que respecta a la biomasa (como concentración 

de clorofila-a), también se registraron valores 

elevados (superiores a 35 µg/l), según se observa en la 

Fig. 3. Tal como puede apreciarse, el comportamiento 

de la biomasa del fitoplancton fue similar en todas las 

localidades estudiadas. Los valores son propios de 

sistemas eutrofizados. 

 
Figura 3. Concentraciones de clorofila-a en las 

diferentes localidades del embalse. 

 

Las elevadas abundancias de microalgas, elevadas 

concentraciones de clorofila-a y las altas proporciones 

de cianobacterias, indican que el embalse se encuentra 

altamente impactado por las actividades humanas que 

se generan en su cuenca de drenaje, así como también 

por los altos niveles de nutrientes en sus aguas. 
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Zooplancton 

Se registraron 25 taxa, siendo los más diversos los 

rotíferos con 15 especies (Anuraeopsis sp., 

Asplanchna sp., Brachionus calyciflorus, B. falcatus 

falcatus, B. havanaensis, B. urceolaris, Epiphanes 

sp., Filinia sp., Keratella americana, K. cochlearis, 

K. tropica, Lecane sp., Platyionus patulus, Polyarthra 

sp. y Trichocerca sp.), seguido de los cladóceros 

(Ceriodaphnia cornuta, Diaphanosoma spinulosum y 

Moina micrura) y los protozoarios (Centropyxis sp., 

Trichodina sp. y Vorticella sp.) con tres especies cada 

uno y luego por los copépodos (Notodiaptomus 

deeveyorus y Thermocyclops decipiens), con dos 

especies. 

 

La localidad 4 (E4) presentó los mayores valores de 

abundancia del zooplancton (promedio de 418 

individuos/litro), seguida de E3 (264 ind./l), E2 (130 

ind./l) y E1 (93 ind./l) (Fig. 4). Estos valores no 

parecieron ser tan elevados considerando la condición 

eutrófica del embalse, pero pudiera ser explicada por 

la elevada densidad de cianobacterias, que resultarían 

en un alimento poco adecuado para el zooplancton. 

 

 
Figura 4. Abundancia del zooplancton en las 

diferentes localidades del embalse. 

 

Los copépodos, a pesar de contribuir con pocas 

especies al zooplancton del embalse, fueron 

dominantes en las localidades 1 y 2, con más del 50% 

de abundancia relativa promedio, y en la localidad 

E3, con más del 40% de abundancia relativa; en estas 

tres localidades, los rotíferos fueron el segundo grupo 

en abundancia relativa, seguidos de los cladóceros. 

Sólo en la localidad E4, los rotíferos (46,67%) fueron 

dominantes por sobre los copépodos (35,09%), 

seguido por los cladóceros (13,95%). El resto de los 

grupos presentó bajas proporciones relativas. 

 

La biomasa del zooplancton presentó grandes 

fluctuaciones (Tabla 1), probablemente debido a las 

condiciones de estratificación y circulación de las 

aguas que se han presentado en el período de estudio, 

y estos valores pueden catalogarse de moderados a 

altos, lo cual parece concordar con el estado trófico 

del sistema. 

 

 

Tabla 1. Valores mínimos, máximos, promedios y 

desviaciones estándar (D.E.) de la biomasa del 

zooplancton (como µg peso seco/litro) en cada una 

de las localidades del embalse. 

E1 Media D.E. Mínimo Máximo 

Superficie 222,9 267,3 20,0 830,0 

Intermedio 189,0 187,6 20,0 600,0 

Fondo 177,5 172,3 15,0 595,0 

E2 Media D.E. Mínimo Máximo 

Superficie 600,8 1436,0 100,0 5155,0 

Intermedio 437,9 570,8 20,0 2105,0 

Fondo 1027,1 2435,7 25,0 8720,0 

E3 Media D.E. Mínimo Máximo 

Superficie 434,6 461,5 80,0 1710,0 

Intermedio 397,5 238,2 205,0 1060,0 

Fondo 354,6 319,1 30,0 1080,0 

E4 Media D.E. Mínimo Máximo 

Superficie 621,2 458,9 120,0 1400,0 

Fondo 700,8 754,4 100,0 2560,0 

 

Tanto en E1 como en E3, los mayores valores de 

biomasa se registraron en los estratos superficiales, 

mientras que los menores se registraron en los 

estratos profundos, aunque las diferencias no fueron 

muy elevadas. Por su parte, en E2 y en E4, los 

mayores valores se registraron en los estratos 

profundos; sólo en E2 la diferencia entre los valores 

de fondo y el resto de los estratos fue notoria 

(alrededor de dos veces mayor). 

 

Consideraciones finales 

Se pudo notar que en E1, tanto los valores de 

abundancia y biomasa del fitoplancton como los 

valores de abundancia y biomasa del zooplancton, 

fueron menores a los del resto de las localidades. Este 

hecho pudiera ser explicado porque esta localidad fue 

la más profunda de las cuatro estudiadas, donde el 

mayor volumen de agua pudo haber diluido la 

concentración de nutrientes y, por ende, la de los 

organismos planctónicos. Así mismo, la cercanía de 

la torre-toma y del aliviadero del embalse pudo haber 

hecho posible la exportación de organismos fuera del 

embalse. 

 

Desde los estudios realizados en 1992 (6,7) y en 1997 

(3) hasta el presente, se han detectado cambios 

cualitativos y cuantitativos en el embalse Camatagua, 

como consecuencia de las actividades antrópicas y el 

manejo de este cuerpo de agua. Algunos de estos 

cambios, en lo que se refiere al plancton, se resumen 

a continuación: 
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 Biomasa del fitoplancton (como concentración de 

clorofila-a): Aumentó de 3,09 µg/l en 1992, a 

valores alrededor de 40 µg/l o superiores en la 

actualidad. 

 

 Cianobacterias: Eran dominantes en 1992, pero 

en determinados momentos del año sus 

proporciones relativas llegaban a disminuir hasta 

valores entre 30 y 40%, mientras que en el 

presente, el menor valor de proporción relativa de 

las cianobacterias fue de 64% (en E2 durante el 

mes de diciembre 2012). 

 

Tal como puede apreciarse, se produjo un deterioro 

significativo en la calidad de las aguas del embalse, 

como consecuencia del vertido de las aguas del río 

Tucutunemo hacia el río Guárico, afluente principal 

del cuerpo de agua, además del uso de las tierras 

adyacentes para actividades de ganadería, todo lo cual 

introduce nutrientes (principalmente fósforo y 

nitrógeno) y materia orgánica directamente al 

embalse. 

 

Dada la importancia estratégica del embalse, como 

principal reservorio de agua para la ciudad de Caracas 

y otros poblados adyacentes, se hace necesario el 

tratamiento de las aguas antes de ser vertidas 

nuevamente a sus afluentes. Otras medidas también 

son requeridas para mejorar la calidad de las aguas, y 

se refieren a la protección integral de la cuenca del 

embalse y de sus tributarios principales. Medidas 

como la reforestación de áreas carentes de vegetación 

y cambios en el uso de la tierra, pueden ser 

consideradas. 
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La emisión comunal de señales tiene ventajas y desventajas, entre las últimas, la dificultad para localizar emisores 

particulares (efecto cocktail party). Una solución evolutiva a este problema es la incorporación de elementos resaltantes 

en la señal. En este trabajo se evaluó el valor del chasquido, un componente oportunista del canto reproductivo de 

Physalaemus pustulosus, como elemento resaltante, en una situación simplificada del efecto cocktail party. Se manipuló la 

relación temporal (alternados, contiguos, superpuestos) y el orden de emisión (líder, seguidor) de cantos con cero, uno y 

dos chasquidos y se evaluó el efecto sobre la respuesta de las hembras. En condiciones ideales (emisión antifonal) las 

hembras prefieren los cantos con uno o más chasquidos a aquéllos sin chasquidos y los que tienen tres o más respecto a 

aquéllos con uno solo, pero no discriminan entre uno y dos, y que la superposición de cantos sin chasquidos genera 

respuestas aleatorias. Los resultados apoyaron sólo parcialmente la hipótesis planteada, pero permitieron descubrir que el 

orden de emisión es también un factor importante en la elección de pareja. Se proponen dos mecanismos próximos para 

explicar los resultados (enmascaramiento periférico y atención selectiva) y algunas estrategias vocales de los machos 

según su atractivo relativo.   

 

 

 

Introducción 

El laboratorio de Comportamiento Animal analiza la 

comunicación acústica en anuros como línea 

principal de investigación. En anuros, los cantos de 

anuncio (o reproductivos) están involucrados en la 

defensa de territorios y atracción de parejas, y por 

tanto afectan considerablemente el fitness de los 

machos. La eficacia de los cantos depende de sus 

características, de las del sistema sensorial del 

receptor y del medio de transmisión, entre otras (5, 

10). Muchos anuros anuncian y/o se reproducen en 

agregaciones, mono o multiespecíficas, donde las 

condiciones para la comunicación son subóptimas 

debido al efecto de la interferencia producida por los 

cantos de coespecíficos y/o heteroespecíficos; si bien 

la agregación también confiere ventajas (7). 

Dependiendo de las características de la interferencia 

(i.e., heteroespecífica, coespecíficas o abiótica), la 

selección natural favorece rasgos acústicos y 

conductuales diferentes.  

La interferencia coespecífica representa un 

“problema” evolutivo muy particular porque las 

señales de todos los machos tienen una estructura 

muy similar, están dirigidas al mismo tipo de receptor 

(las hembras y/o los machos coespecíficos), y se 

producen en el mismo lugar y tiempo. La divergencia 

acústica intraespecífica no es una solución evolutiva 

ya que puede propiciar apareamientos híbridos, con 

sus consecuencias deletéreas sobre la viabilidad y 

fertilidad de la descendencia. De modo que entre las 

“soluciones” posibles están las estrategias 

conductuales que permitan evitar la interferencia o la 

evolución de rasgos que aumenten la “saliencia” de la 

señal (efecto de “cocktail-party” en inglés). El efecto 

“fiesta coctel” se refiere a la dificultad de detectar, 

reconocer y localizar un emisor particular cuando 

emisores múltiples y similares coinciden en tiempo y 

espacio (3).  Resolver este problema requiere que el 

receptor sea capaz de segregar las señales producidas 

por los diferentes emisores. La segregación puede 

lograrse “aprovechando” las diferencias en los rasgos 

espectrales, temporales (ej., modulación de amplitud) 

y espaciales (ej., diferencias en el tiempo de llegada) 

de los emisores (claves primitivas) (3,19) o 

sintácticas, esto es, secuencias particulares de 

componentes de la señal (claves de orden superior) 

(3).  
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En muchas especies que forman agregaciones, los 

emisores producen señales complejas que contienen 

dos o más componentes que difieren en la facilidad 

con que son detectados y localizados en distintos 

ambientes acústicos (típicamente denominados 

componentes “resaltantes”). Se ha propuesto que la 

atención selectiva de los receptores a los diferentes 

componentes incrementa la probabilidad de que 

asignen correctamente una señal a su emisor 

(localizar). En este trabajo se analizó el efecto de la 

interferencia coespecífica en la elección de pareja por 

parte de las hembras en la rana túngara o sapito de 

pústulas, Physalaemus (=Engystomops) pustulosus, 

en una situación del tipo “fiesta coctel”. La ranita 

túngara produce un canto complejo formado por un 

lamento y de cero hasta 

siete chasquidos (Figura 

1). El lamento es 

necesario y suficiente para 

la fonotaxis de las 

hembras, mientras que el 

chasquido es un elemento 

oportunista que 

incrementa el atractivo 

del lamento para las 

hembras, y también su 

valor competitivo en las 

interacciones vocales 

entre machos (4,14). El chasquido tiene fuerte 

modulación de amplitud y es de banda ancha 

(contiene hasta 15 armónicos), lo cual lo califica 

como un rasgo “resaltante” (19). En condiciones 

ideales (sin interferencia coespecífica, 

heteroespecífica o abiótica) las hembras prefieren los 

lamentos seguidos de chasquidos respecto a lamentos 

solos, si bien la preferencia por más chasquidos no es 

lineal: hay preferencia por uno o dos respecto a cero y 

por tres respecto a uno, pero no hay discriminación 

entre uno y dos (4).  

Cuando los lamentos (sin chasquidos) de dos machos 

se superponen total o parcialmente, las hembras no 

discriminan entre lamentos diferentes, es decir, 

responden aleatoriamente (15). Es interesante que no 

haya efecto precedencia por el lamento líder, es decir 

aquel que se inicia primero en una secuencia de dos 

lamentos contiguos o parcialmente superpuestos, ya 

que este efecto ha sido descrito en otras especies de 

anuros, incluso de la misma familia (Leptodactylidae) 

(ej., Physalaemus fischeri, 16). Debido a que los 

chasquidos son costosos energéticamente y en cuanto 

al riesgo de depredación (13), llama la atención que 

los machos produzcan múltiples chasquidos (al menos 

más de uno).  

En el presente trabajo, se exploró el efecto combinado 

de la complejidad del canto y la relación temporal en 

las preferencias fonotácticas de las hembras, 

utilizando un paradigma de elección dual (dos 

opciones acústicas disponibles), simulando una forma 

simplificada del escenario del tipo “cocktail party”. 

Específicamente, se puso a prueba la hipótesis de que 

el chasquido actúa como un elemento que incrementa 

la probabilidad de localización de un emisor en 

presencia de interferencia coespecífica; de modo que 

el efecto aleatorizante de la interferencia sobre la 

respuesta de las 

hembras, descubierto 

por Schwartz y Rand 

(15), se reduciría 

cuando el lamento de 

un macho es seguido 

por más chasquidos 

que el de su “vecino”. 

Se aprovechó el hecho 

que las hembras no 

discriminan entre 

lamentos seguidos por 

uno o dos chasquidos 

cuando los cantos son 

presentados en 

alternancia perfecta 

(antifonal), y se expuso 

a las hembras a varias 

combinaciones en 

cuanto a la 

composición del canto (cero, uno o dos chasquidos) y 

la relación temporal y orden de emisión. 

Específicamente a, lamento sin chasquido vs lamento 

con un chasquido, y con uno vs con dos chasquidos, 

presentados en tres patrones de emisión (antifonales, 

contiguos superpuestos,) y dos órdenes de emisión 

(lamento con más chasquidos lidera, lamento con 

menos chasquidos lidera) (Figura 2).  

Métodos 

Se utilizó una arena experimental construida en una 

habitación insonorizada, en la cual se colocaron dos 

altavoces en lados opuestos de la arena. Una hembra 

receptiva (capturada en amplexo y que no haya 

desovado) se colocó bajo un recipiente, transparente 

acústica y visualmente, en el centro de la arena. El 

recipiente se retiraba accionando algún mecanismo 

remoto en un momento particular, de modo que la 

hembra podía entonces moverse libremente en la 

arena. Los criterios para determinar que la hembra 

había realizado una elección dependieron de la 

conducta típica de la especie observada en campo: 

acercarse y esperan que el macho las abrace (13). Una 

hembra misma se utilizó en varios bioensayos 

Figura 1. Lamento con un 

chasquido. Se muestra el 

sonograma (arriba) y el 

oscilograma (abajo). 

Figura 2. Relación temporal 

y orden de emisión de cantos 

con cero, uno y dos 

chasquidos. a) Antifonales. 

b) y c) Superpuestos 50%. d) 

Contiguos. 

a) 

b) 

c) 

d) 

Tiempo 
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consecutivos en los que se analizaron combinaciones 

de complejidad y orden de emisión diferentes, 

mediando entre uno y otro un lapso de tiempo de 

“descanso” de alrededor 2 minutos. Se consideró que 

la respuesta de la hembra en cada situación acústica 

es independiente y se analizaron los resultados de 

cada bioensayo (condición) por separado. Previo a los 

bioensayos se aclimató a las hembras a las 

condiciones experimentales durante un periodo de 30 

minutos a 2 horas. Cada bioensayo duró 15 minutos 

como máximo. Se midieron las siguientes variables 

(análisis estadístico entre paréntesis): canto elegido 

(probabilidad Bayesaina), tiempo de respuesta 

(Friedman), dirección de salida y número de 

aproximaciones a cada estímulo (altavoz) antes de 

hacer una elección (análisis multinomial).  

 

Resultados y discusión 

Se encontró que la preferencia por lamentos con un 

chasquido sobre cantos sin chasquidos se mantuvo 

bajo todas la combinaciones experimentales 

(bioensayos), pero fue más fuerte cuando el canto con 

un chasquido lideraba. Cuando el lamento con dos 

chasquidos precedió al lamento con un chasquido 

hubo preferencia por el canto con dos chasquidos, lo 

cual no ocurre cuando los cantos se emiten 

antifonalmente (4). Por consiguiente, hubo una 

interacción entre el número de chasquidos y el orden 

de emisión. Estos resultados apoyaron parcialmente la 

hipótesis propuesta del efecto “resaltante” del 

chasquido, pero además, se descubrió que el orden de 

canto es un componente oportunista del sistema de 

comunicación entre machos y hembras en P. 

pustulosus.  

En cuanto a las otras variables medidas, las hembras 

tendieron a iniciar su movimiento en la dirección del 

canto finalmente elegido, lo cual indica que ya habían 

hecho una pre-selección al comenzar a moverse. Para 

la combinación lamento vs lamento con un chasquido, 

las hembras nunca se acercaron al canto no elegido 

(independientemente de la relación temporal), 

indicando que le elección no requirió la inspección 

cercana del canto; en la combinación lamento con un 

chasquido vs lamento con dos chasquidos, todas se 

aceraron al menos una vez al canto no elegido, 

indicando que este escenario es más complejo 

perceptualmente que aquel que involucra cantos con 

menos chasquidos.  

Por su parte, en ausencia de chasquidos, la 

superposición de los lamentos genera respuestas 

aleatorias en las hembras (15), la adición de un 

chasquido confiere ventaja al canto líder. También 

hay ventaja al producir dos chasquidos, pero sólo 

cuando este canto precede al canto más sencillo. Los 

resultados contribuyen a comprender por qué los 

machos producen cantos con dos chasquidos, ya que 

las hembras solo los prefieren en situaciones 

particulares (1,2,4,8,12). A nivel próximo, en las 

preferencias observadas podrían estar implicados 

mecanismos perceptuales, el enmascaramiento 

periférico o la atención selectiva (a nivel central), o 

de una compleja interacción entre ellos. En el primer 

caso, la estimulación de la papilla basilar por los 

chasquidos de mayor amplitud del canto líder, 

interferiría con la estimulación de la  papila anfibia 

por la porción coincidente y final del lamento 

seguidor, de menor amplitud (18); por tanto, la 

hembra elegiría el canto anticipatorio más complejo. 

Este mecanismo no obstante, no explica 

satisfactoriamente la reducción de la preferencia por 

cantos con un chasquido cuando anticipan a uno sin 

él, porque una fracción de las hembras agrupó el 

chasquido del canto líder con el del canto seguidor; la 

atención selectiva, en cambio, podría explicar esta 

reducción.  

Se ha propuesto que los sistemas perceptuales tienen 

limitaciones para procesar secuencias  de señales, y 

que esta capacidad varía con las categorías 

perceptuales (p.e., elementos de la señal con distintas 

funciones) (9). Cuando dos categorías perceptuales 

son percibidas simultáneamente, compiten por la 

atención. En consecuencia, una vez que la porción 

crítica de una señal es percibida, en este caso, la 

mitad inicial del lamento (17), la atención se enfoca 

en el tránsito de esa señal en detrimento de otros 

elementos, hasta que se percibe la porción critica de 

otra, con lo cual se interrumpiría o al menos se 

perjudicaría el procesamiento completo de la primera 

señal. Por ejemplo, cuando un lamento con un 

chasquido anticipa a un lamento solo, la atención se 

enfoca en ese elemento hasta que se percibe la 

porción crítica del otro, con lo cual se interrumpiría el 

procesamiento completo del primero. De modo que, 

existe cierta probabilidad de que el chasquido del 

canto anticipatorio sea agrupado con el lamento 

seguidor (6), mientras que esto no pasaría cuando el 

lamento anticipatorio no tiene chasquidos y el 

segundo sí (preservándose la fuerza de la preferencia 

observada cuando no hay interferencia). Es 

interesante que cuando el lamento anticipatorio posee 

dos chasquidos y el seguidor posee uno, los 

chasquidos del primero no son agrupados con el 

segundo. Por tanto, ninguno de los dos mecanismos 

explica satisfactoriamente los resultados para 

lamentos anticipatorios con dos chasquidos. La 

atención selectiva predice preferencias por el lamento 

seguidor con más chasquidos (lo cual se observo para 
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el seguidor con un chasquido pero no para el de dos 

chasquidos) y caídas de preferencia para lamentos 

anticipatorios con chasquidos. El enmascaramiento 

periférico predice preferencias por el lamento 

anticipatorio con más chasquidos (lo cual si se 

observó para el lamento con dos chasquidos vs un 

chasquido, pero para uno chasquido vs cero).   

Independientemente del mecanismo próximo, la 

superposición tiene un efecto perjudicial para los 

machos que producen cantos con un solo chasquido, 

bien en coros de machos que no los producen o que 

agregan dos chasquidos. Los estudios futuros 

deberían evaluar los patrones de emisión de los 

machos en coros. Sobre la base de los resultados 

presentes, propongo que los machos que emiten un 

solo chasquido evitarían la superposición, bien 

alternando por oposición de fase o produciendo 

cantos contiguos. Los machos que producen dos 

chasquidos (o cuando un macho produce dos 

chasquidos) más bien buscarían la superposición 

anticipatoria, que le confiere ventajas frente a machos 

que emiten un solo chasquido. Aunque los resultados 

apoyaron sólo parcialmente la hipótesis planteada, 

mostraron que los patrones de emisión (relación 

temporal entre cantos) serían otra forma de 

competencia vocal entre los machos de P. pustulosus, 

no explorada hasta ahora.  
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Se estableció un protocolo para la multiplicación in vitro a partir de yemas de la corona del fruto de  ecotipos Amazónicos 

de piña: Tabë Känä  y Erwä Känä. Se observó neoformación y multiplicación de yemas, y producción masiva de  

vitroplantas, las cuales se climatizaron  en umbráculos. Posteriormente, fueron trasladadas a FUDECI, Puerto Ayacucho, y 

sembradas en parcelas del Consejo Comunal Agua Linda. Las vitroplantas fueron evaluadas  morfológicamente: 

coloración (hojas) y presencia de aguijones (hojas), tamaño de la planta, producción de colinos. La parcela  constaba de 

200 plantas con tres ecotipos: Tabë Känä, Erwä Känä, y Curripaco (control). En Tabë känä, el 100%  conservó  espinas en 

las hojas, y 50% presentó una coloración rojiza. En  Erwä Känä, el 7,1 % conservó el borde de la hoja liso, el 100% 

presentó hojas totalmente verdes, como las plantas madre. Las plantas obtenidas in vitro se observaron más fuertes y 

erectas que las del ecotipo Curripaco. El  71% de las plantas del ecotipo Tabë känä, y el 36% de  plantas del ecotipo Erwä 

Känä  presentaron colinos. Las vitroplantas  conservaron en general los patrones morfológicos de las plantas madres, lo 

cual indicó que el protocolo es adecuado para la multiplicación de estos ecotipos. 

 

 

  

Introducción 

La piña (Ananas comosus) es un fruto de gran  

importancia económica y de alto consumo en 

Venezuela, ocupando la posición número once entre 

los principales rubros alimenticios del país y el  

quinto rubro vegetal en producción, precedido por el 

arroz, azúcar, maíz y banano, alcanzando para el año 

2012 una producción de 564.262 toneladas métricas 

(5).  

En el municipio Átures del estado Amazonas se han 

descrito 11 ecotipos de piña, los cuales son 

cultivados, principalmente, por aborígenes de la etnia 

Piaroa (Loswóthüa, en la lengua indígena), de Betania 

del Topocho, constituyendo la misma una actividad 

frutícola que forma parte de su cultura ancestral. Seis 

de esos ecotipos son comercializables y entre estos, 

cuatro han predominado en las áreas de siembra: 1) El 

ecotipo Gobernadora con dos sub ecotipos 

denominados por los nativos I`ttimo Recuäsä, y Ruhä 

Känä, 2) El ecotipo Ojaä Känä.; 3) El ecotipo 

Brasilera denominada Yärä Känä y 4) el ecotipo 

Cabeza Danto, denominado Ujuo Känä (2). En el año 

2007, el Laboratorio de Biotecnología Vegetal de la 

Facultad de Ciencias UCV, se inició un proyecto para 

la producción clonal masiva in vitro de plantas de 

ecotipos de piña amazónicos con el fin de proveer a la 

población Piaroa de Betania de Topocho, Municipio 

Átures, de cantidades importantes de plantas para 

incrementar el consumo e industrialización de los 

ecotipos de piña seleccionados por dicha comunidad.  

En las reuniones de trabajo se nos informó la 

prioridad por obtener vitroplantas de los ecotipos: 

Gobernadora (Ruhuä Känä); Brasilera (Yärä Känä); 

ya nombradas y dos nuevos ecotipos  Tabë Känä, y 

Eruwä  Känä (de estas dos últimas no conocemos el 

nombre en español). 

Se inició el trabajo con los ecotipos Tabë Känä, y 

Eruwä Känä, el proceso de propagación in vitro, se 

estableció a partir del cultivo de yemas apicales y 

axilares de la corona de la piña. Las vitroplantas 

obtenidas fueron transferidas a tierra y colocadas en 

vivero para su climatización y posteriormente fueron 

trasladas a la estación experimental de FUDECI en el 

estado Amazonas, donde se sometieron a un segundo 

proceso de climatización. Después de un mes se 

sembraron en parcelas del Consejo Comunal Agua 

Linda, Municipio Átures, en donde se les evaluó 

caracteres morfológicos y el crecimiento.  

Estas evaluaciones in situ son muy importantes 

porque los procesos de multiplicación in vitro (cultivo 

de tejidos), pueden dar origen variaciones fenotípicas,  

que puedan ser indicadoras de variaciones genéticas 
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en las vitroplantas (6). Con base en ese criterio, se 

evaluaron parámetros morfológicos y de crecimiento 

en las vitroplantas creciendo en las parcelas, a fin de 

detectar variación en los marcadores morfológicos 

que puedan indicar alteraciones genéticas. Los 

resultados de estas evaluaciones también nos 

permitirán conocer la eficiencia del protocolo 

establecido en la micro-propagación clonal de los 

ecotipos de piña, ya que uno de los aspectos 

importantes del método es la producción de plantas 

genéticamente iguales a la planta madre. 

 

Materiales y métodos 

Se colectaron plantas, frutos y colinos de piña de los 

ecotipos  Tabë Känä y Erwä Känä en plantaciones de 

la comunidad Piaroa en el Municipio Átures, estado 

Amazonas, que constituyeron el material inicial para 

la investigación (Fig. 1A y 1B). El material fue 

llevado al laboratorio de Biotecnología Vegetal, 

donde se clasificó, se limpió, algunas plantas se 

sembraron en tierra, los frutos y colinos se prepararon 

para su cultivo in vitro, mediante desinfección con 

fungicidas y bactericidas y luego se inició el proceso 

de selección del material para establecer el cultivo. 

A las coronas e hijuelos o colinos basales se les 

eliminaron totalmente las hojas para exponer las 

yemas. Los materiales obtenidos se sometieron a  la 

acción del desinfectante-esterilizador Gerdex, se 

lavaron con agua estéril  y se sembraron en envases 

de vidrio con medios nutritivos que contienen: macro 

y micro elementos, y vitaminas MS, sustancias de 

crecimiento (auxinas y citocininas en proporción 1:1), 

y 30g.l
-1

 sacarosa, con o sin agar. Estos métodos de 

propagación están ampliamente descritos en trabajos 

previos (1,3,4,7). 

 

 

 
 

Figura 1A. Ecotipo  Tabë Känä 

 

 
Figura 1B. Ecotipo Erwä Känä 

(Fotos tomadas en la parcela experimental en el  

asentamiento agrícola Agropa, Consejo Comunal 

Agualinda, Municipio Átures. Estado Amazonas). 
 

Vitroplantas de 5 a 7 cm de alto (Figs. 2 y 3) 

fueron transferidas a tierra y colocadas en 

umbráculo para su climatización y 

posteriormente trasladadas a la Estación 

Experimental de  FUDECI en el Estado 

Amazonas  para una segunda etapa de 

climatización y finalmente  fueron sembradas en 

parcelas experimentales en  el  asentamiento agrícola 

Agropa, Consejo Comunal Agua Linda,  parroquia 

Parhueña, Municipio Átures. 

 

 

Figura 2. Vitroplantas del ecotipo Erwä Känä 

(3 meses de cultivo). 

 

 
Figura 3. Vitroplantas del ecotipo Erwä Känä. Con 

brotes múltiples a los 9 meses. 
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Se estableció una parcela experimental donde se 

sembraron 210 plantas  de los ecotipos: Tabë Känä, 

Erwä Känä, (población de vitroplantas), y Curripaco 

(control), que no fue cultivado in vitro. Las plantas 

fueron sembradas en hileras de 7 x 30 plantas. Para el 

muestreo se dividió la parcela en 7 sub-parcelas; en 

cada una de éstas se seleccionaron 10 plantas (no se 

tomaron en cuenta las plantas ubicadas en las 

esquinas ni en el centro de la sub-parcela). Se 

realizaron dos evaluaciones de las vitroplantas y 

plantas controles, una en febrero - después de dos 

años  de cultivo - y otra el mes de agosto de ese 

mismo año. Los datos de crecimiento de las plantas 

fueron analizados  estadísticamente mediante  test de 

ANOVA de una vía con pruebas a posteriori de  

Tukey.  

Los parámetros evaluados en el campo fueron los 

siguientes:  

• Altura de la planta. 

• Coloración de las hojas, en haz y el envés. 

• Textura de la hoja. 

• Presencia de aguijones en la base o borde de 

las hojas jóvenes y maduras. 

• Producción de colinos.  

• Producción de flores y frutos. 

 

Resultados y discusión 

La multiplicación de los ecotipos in vitro fue exitosa 

y se logró obtener plantas que se adaptaron fácilmente 

a las condiciones de umbráculo, vivero y campo, lo 

que nos permitió establecer la parcela experimental 

sembradas en campo, en una parcela del asentamiento 

agrícola Agropa, Agua Linda Sur, parroquia 

Parhueña, Municipio Átures. La piña es un cultivo 

perenne, que fructifica cada 3 años,  crece en un clima 

tropical húmedo con temperaturas entre los 21 y 

27ºC, es una planta tolerante a la sequía  debido a que 

posee mecanismos para almacenar agua, el intervalo 

de precipitación que requiere para su crecimiento es 

entre 500 y 2500 mm anuales. 

El Municipio Átures, donde está situado el 

parcelamiento Agropa, posee una geografía que 

combina mesetas altas con extensas planicies, una 

superficie cubierta de selva, abarcando la cuenca alta 

y media del río Orinoco, parte de la cuenca del río 

Guainía y río Negro. El potencial de reserva natural 

está concentrado en sus abundantes recursos 

hidráulicos, mineros, escénicos y paisajistas y la 

intensa actividad biológica e importante acumulación 

de materia orgánica. Adicionalmente su temperatura 

ambiental oscila entre 15 a 30ºC. Todas estas 

condiciones permitieron una buena adaptación de las 

vitroplantas a las tierras de la parcela en el 

asentamiento Agropa, sin mayores exigencias en 

cuanto a fertilización. En este trabajo se presentan los 

resultados de dos evaluaciones una realizada en 

febrero de 2013 y la otra en agosto del mismo año. En 

la primera evaluación las plantas tenían 24 meses de 

trasplantadas y en la segunda 30 meses en el campo.  

En la primera evaluación, a los 24 meses de cultivo, 

en las parcelas se observó que las vitroplantas de 

Tabë Känä y Eruwä Känä (Fig. 4), lucían más fuertes 

y erectas que las plantas del ecotipo Curripaco (Fig. 

5), que no pasó por condiciones in vitro. Sin embargo  

estas plantas de Curripaco las cuales  presentaban 

pocas hojas erectas y la mayoría de las hojas rastreras, 

alcanzaron mayor  longitud, condición que se 

mantuvo en las evaluaciones a los 30 meses de 

cultivo. 

 

 
Figura 4. Vitroplantas de Eruwä Känä, y de 

Tabë (flecha delgada). Vitroplanta Tabë Känä 

(flecha gruesa). Fotos tomadas en la parcela 

experimental en el asentamiento agrícola Agropa. 

Consejo Comunal Agua Linda Átures. 

 

 
Figura 5. Plantas del ecotipo Curripaco con hojas 

de color violáceo oscuro, con crecimiento tipo 

rastrero. 

 

Las vitroplantas de Tabë Känä presentaron, a los 30 

meses de crecimiento, valores promedio más altos  

que las vitroplantas del ecotipo Eruwä Känä, en 

cuanto altura de la planta (91,8 cm ± 14,1) y diámetro 
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de la hoja (3,4 cm ± 0,6). Las  hojas de textura lisa-

corácea, coloración verde oscuro en la cara adaxial y 

verde más claro y opaco en la cara abaxial, 

exhibiendo hojas con una tonalidad rojiza a violácea 

desde la zona media hacia el ápice foliar. Todas las 

hojas presentaron aguijones antrosos, de consistencia 

fuerte, en relación a este aspecto En una investigación 

del análisis anatómico comparativo entre  las hojas 

del ecotipo Tabë Känä (obtenidas por organogénesis 

y mantenidas in vitro), y las de la planta madre, se 

observó que  las hojas de las vitroplantas, al igual a 

las madres, presentaron márgenes con aguijones 

desde un estado de desarrollo  muy temprano (8). Al 

momento de la evaluación dos plantas presentaron 

inflorescencias, ninguna tenía frutos y algunos los 

individuos produjeron hijuelos en la base de la planta 

(entre 1-3 hijuelos por planta). 

 
Figura 6. Evaluación del crecimiento de las 

vitroplantas de los ecotipos Tabë Känä y Eruwä 

Känä y las plantas del ecotipo Curripaco (control) 
*  Diferencia significativa para valores de  p<0,01 

** Diferencia significativa para valores de  p<0,001 

 

El ecotipo  Eruwä Känä  presentó un valor promedio 

en altura de la planta de 88,3 cm ± 27,2 y un diámetro 

de la hoja de 2,8 cm ± 0,8. Las hojas de textura lisa-

corácea, coloración verde en la cara adaxial y verde 

opaco en la cara abaxial, sin tonalidad rojiza. La 

mayoría de las hojas presentaron aguijones antrosos, 

lo cual difiere de la planta madre que tenía bordes 

lisos. 
 

Conclusiones 

Las vitroplantas a pesar de que eran más pequeñas, en 

tamaño, se mostraron  más vigorosas  y erectas que 

las plantas del ecotipo  Curripaco, y adicionalmente, 

las vitroplantas  del ecotipo  Tabë Känä,  produjeron 

colinos antes que las plantas del ecotipo Curripaco. 

Las vitroplantas conservaron en general los patrones 

morfológicos de las plantas madres, solamente en el 

ecotipo Eurwä Känä se observaron cambios con 

respecto a la aparición de aguijones en el borde las 

hojas, el cual es un carácter bastante plástico. Estos 

resultados indican  la posible ausencia de variabilidad 

genética, especialmente en el ecotipo Tabë Känä,  lo 

cual debe ser comprobado  por métodos moleculares. 

A partir estas observaciones se concluye que la 

propagación in vitro, es adecuada para  la producción 

masiva de  los ecotipos de piña  Tabë Känä y Eruwä 

Känä, lo cual redundará en la producción e 

industrialización de  los mismos. Estos resultados 

deben ser ratificados con marcadores moleculares. 
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La piña (Ananas comosus) una especie tropical de gran importancia comercial en Venezuela, tiene cultivares y ecotipos, 

entre ellos los ecotipos amazónicos cultivados por la etnia Piaroa, cuyos mercados están restringidos localmente debido a 

la práctica tradicional del cultivo. Lograr la producción del fruto, a mayor escala, requiere superar esa restricción. Se 

realizó el presente trabajo con el fin  de abordar esta limitante, mediante la regeneración de plantas, vía organogénesis, del 

ecotipo amazónico Erüwä Känä. Se cultivaron  secciones basales foliares (SBF) en 14 medios: MS con ácido 2,4-

Diclorofenoxiacético (2,4-D) sólo o combinado con Benciladenina (BA) o 2-Isopentenil-adenina. Hubo respuesta 

organogénica en 2: - MS + 2,4-D 0,5 mg.L-1 + BA 3 mg.L-1 (OD.5B3); y - MS + 2,4-D 1 mg.L-1 + BA 1 mg.L-1 (OD1B1). 

Se obtuvo 32,5% de SBF con callo organogénico (CO) en el medio OD.5B3. En OD1B1 ocurrió organogénesis en 7,5% 

de SBF. El origen del CO está asociado a los haces vasculares del explante. El CO obtenido en OD.5B3, produjo mayor 

número de vástagos/SBF en MS basal (3,45±1,11) que el CO de OD1B1 (0,32±1,44). Se logró la regeneración de plantas 

de ‘Erüwä Känä‟, mediante ORG indirecta, empleando los medios OD.5B3 y, luego, el MS basal. 

 
 

 

  

Introducción 

Ananas comosus (L.) Merr. (Bromeliaceae) es una 

de las especies tropicales de mayor importancia 

comercial debido a la gran aceptación del fruto 

(piña) por parte de los consumidores en todo el 

mundo (4,5,12,14). Venezuela ocupaba el puesto 14 

en la producción mundial de piña con 425.000 TM 

para el año 2012 (6). En ese mismo año, la piña era 

el quinto rubro vegetal en importancia después del 

arroz, caña de azúcar, maíz y banano en nuestro país 

(7). Para el año 2013, la producción nacional superó 

las 550.000 TM (8). El cultivar que domina el 

mercado nacional del fruto es la „Española Roja‟ 

(10,17). Sin embargo, en nuestro país existen otros 

cultivares y ecotipos de piña que son de importancia 

local, entre ellos los ecotipos amazónicos cuyo 

mercado está restringido sólo a varias localidades 

del estado Amazonas y que son cultivados por 

aborígenes de la etnia Piaroa (2,18). Estos 

aborígenes emplean el método convencional del 

cultivo de la piña, el cual consiste en la siembra de 

propágulos (2,10). Sin embargo, este método tiene 

limitaciones tales como: bajas tasas de  

multiplicación y tasa de crecimiento lento (5,10,15, 

16). Los Piaroa practican un cultivo tradicional de la 

piña (conuco) debido a carencias tecnológicas que 

impiden el aumento de la producción  de este rubro a 

gran escala. Es necesario superar estas limitaciones 

para lograr, a largo plazo, la producción a gran 

escala del fruto para su industrialización, consumo 

fresco y conservación de germoplasma. Dada la 

importancia comercial de la piña y las limitaciones 

del cultivo de los ecotipos amazónicos, se recurrió al 

cultivo de tejidos vegetales como vía alternativa para 

la propagación masiva de plantas in vitro. El 

presente trabajo tiene como objetivo la regeneración 

in vitro de un ecotipo amazónico de A. comosus 

mediante organogénesis adventicia (ORG). La ORG 

es una vía para abordar las limitaciones en la 

producción de plantas de piñas autóctonas. 

 

Materiales y Métodos 

La obtención de novo de plantas de A. comosus se 

realizó mediante el proceso de ORG a partir de 

secciones (explante) de base foliar (SBF), escindidas 

de plantas micropropagadas, vía cultivo in vitro de 

yemas, del ecotipo Erüwä Känä (3). Dichas plantas 

forman parte del banco de germoplasma in vitro del 

laboratorio de Biotecnología Vegetal-IBE-UCV. Los 

medios de cultivo utilizados en los ensayos tuvieron 

la formulación de sales de Murashige y Skoog (MS) 

(11). Las vitaminas, fuente de carbono y 

aminoácidos utilizados y las condiciones físicas de 

los medios fueron según lo descrito por Blanco y 

col. (3). Los medios fueron esterilizados en 

autoclave bajo condiciones estándar de presión y 

temperatura (1,1 Kg.cm
-2

 y 121ºC). Las SBF fueron 
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inoculadas en los medios bajo condiciones asépticas 

en cámaras de flujo laminar.  

- Inducción organogénica (IO) 

Las SBF, tomadas de las plantas de piña 

micropropagadas, fueron cultivadas en medios de 

IO. Se utilizaron 40 explantes foliares para cada 

tratamiento. 

Los tratamientos para la IO consistieron de medios 

MS complementados con auxina (AUX) sola o en 

combinación con dosis relativamente altas de 

citocininas (CC). Se utilizó la AUX ácido 2,4-

Diclorofenoxiacético (2,4-D) y las CC N
6
-

Benciladenina (BA) y 2-Isopentenil-adenina (2ip). 

Las combinaciones de reguladores de crecimiento 

utilizadas fueron: 2,4-D sola (0,5 y 1 mg.L
-1

); 2,4-D 

(0,5 y 1 mg.L
-1

) + BA (1, 2 y 3 mg.L
-1

) y 2,4-D (0,5 

y 1 mg.L
-1

) + 2ip (1, 2 y 3 mg.L
-1

).  Los cultivos 

fueron mantenidos en cámaras de crecimiento con 

fotoperiodo 16h luz (56 μmol.m
-2

.s
-1

) y 8h oscuridad  

a temperatura ambiente durante 10 semanas. Se 

realizaron observaciones continuas de los cambios 

morfológicos de las SBF utilizando un microscopio 

estereoscópico (ME) marca ZEISS KL1500. Se 

determinó la frecuencia de respuesta organogénica 

de la SBF.  

 

- Desarrollo de vástagos  

Los explantes con IO fueron transferidos a medios 

MS basal (MS sin reguladores de crecimiento) para 

el desarrollo caulogénico. Los cultivos fueron 

incubados, por 6 semanas, en las cámaras de 

crecimiento con fotoperiodo (16h: 8h) a temperatura 

ambiente. Se realizaron observaciones de los 

cultivos durante ese periodo  utilizando el ME. Se 

determinó el número promedio de vástagos por 

tejido organogénicamente inducido  y el número 

promedio de vástagos por explante. 

 

- Estudio histológico de la ORG 

Se realizaron cortes transversales, a mano alzada, de 

las SBF que manifestaron respuesta organogénica en 

diferentes etapas de desarrollo. Los cortes se 

hidrataron con agua destilada en un solo paso y 

fijados con glicerina al 30 %. Se realizó la 

observación en el microscopio de luz marca NIKON 

14 MLAB-2. Se utilizó la tinción con azul de 

Toluidina sólo en algunos casos. 

 

Resultados y Discusión 

La figura 1A-B muestra la morfología y anatomía de 

la base foliar en el tiempo inicial del proceso de 

ORG. Las SBF eran de color amarillento y algunas 

de color verde claro (Fig. 1A). Los diferentes tejidos 

que conforman esta zona de la hoja son señalados en 

la Figura 1B.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       

Figura 1. SBF antes de inducción organogénica. 1A) 

Morfología general del explante recién cultivado en 

medio de inducción (tiempo 0). 1B) Patrón anatómico del 

explante previa exposición al medio de cultivo. Ead: 

Epidermis adaxial, Eab: Epidermis abaxial, CsE: capa de 

células subepidérmicas, HV: Haz vascular, MH: mesófilo 

homogéneo, PPV: Parénquima perivascular. 

 

Hubo respuesta organogénica, a las 4 semanas de 

cultivo, de las SBF en medios MS con 0,5 mg.L
-1

 de 

2,4-D + 3 mg.L
-1

 de BA (OD.5B3) y MS con 1 

mg.L
-1

 de 2,4-D + 1 mg.L
-1

 de BA (OD1B1). En 

OD.5B3 ocurrió ORG indirecta (fase intermedia de 

callo) y en OD1B1 hubo tanto ORG directa como 

indirecta (Tabla 1; Fig. 2). 
 

Tabla 1. Efecto de diferentes medios de cultivo en la 

inducción del proceso organogénico en  A. comosus 

„Erüwä Känä‟ 

Medios de IO * % Respuesta organogénica 

ORG indirecta ORG directa 

**OD.5B3 32,5 0 

**OD1B1 2,5 5 

*: [N° SBF con respuesta organogénica/  N° total SBF 

cultivados] X 100. n= 40. La respuesta organogénica se 

determinó a las 10 semanas de cultivo. **: O: indica que 

son medios para Organogénesis. D: 2,4-D, B: BA. El 

número que acompaña a cada letra es la concentración en 

mg.L
-1

 de cada regulador de crecimiento. 

 

Los resultados obtenidos sugieren que el medio 

OD.5B3 fue el más adecuado para la inducción de 

callo organogénico (CO) en las SBF (Tabla 1).  En 

la Figura 2A, se observan dos masas de CO que se 

ubican en la cara abaxial de la SBF. Los márgenes 

opuestos de la base de hoja encierran su cara adaxial 

y colocan a ambos CO muy cercanos entre sí. 
Adicionalmente, se observó la formación de yemas 

adventicias, sin formación previa de CO, en el 

extremo basal del explante (Fig. 2B). El CO es 

blanco crema o blanco verdoso, brillante (2A) y, en 

algunos casos se distinguen yemas adventicias en su 

periferia (Fig. 2D). 

HV 

PPV 

CsE 

MH 

Ead 200X 

Eab 

8X 1A 1B 
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Figura 2. Aspecto general del explante con respuesta 

organogénica en el ecotipo de piña Erüwä Känä. A) Callo 

organogénico generado en el medio OD.5B3. Se observa 

la formación de dos masas de callo en un extremo de la 

SBF (flechas blancas). B) Organogénesis directa inducida 

en el explante cultivado en medio OD1B1. Se observa la 

formación de yema adventicia en el extremo basal del 

explante (flecha negra) C) Presencia de meristemoide 

(flecha blanca) en el callo organogénico. D) Yema 

adventicia formada en la periferia del callo. 

 

Trabajos previos sobre embriogénesis somática y 

ORG en A. comosus, han señalado que la base foliar 

es la zona de la hoja que mejor responde a las 

condiciones de inducción morfogénica (1,9,13,14, 

16,19). En el caso de los reguladores de crecimiento, 

se utilizó la combinación 2,4-D + BA debido a que 

ha sido utilizada para la regeneración in vitro de 

plantas de diferentes cultivares y ecotipos de piña 

(1,9,13,14,19).  

El análisis histológico del CO de Erüwä Känä reveló 

un tejido no estructurado formado por células claras 

(no densas) con alta vascularización en toda su 

extensión (Fig. 2C-2D). Hubo formación de 

meristemoides los cuales estaban rodeados por el 

tejido vascular. Los meristemoides están 

constituidos por células más pequeñas y de 

citoplasma más denso en comparación con las 

células restantes del CO (Fig. 2C). 

El origen del CO estuvo asociado a los haces 

vasculares del explante foliar. Las SBF  estuvieron 

prácticamente intactas, excepto los haces vasculares 

que han perdido su integridad. Y se observa la 

formación de nuevo tejido vascular en la “interfase” 

explante-CO (Fig. 3). 

A las 4 semanas de cultivo en MS basal, el CO se 

tornó de color verde oscuro y duro. Se formaron en 

su superficie yemas adventicias y múltiples brotes 

(vástagos) (Fig. 4). A las 6 semanas de cultivo se 

determinaron dos parámetros relacionados al 

desarrollo caulogénico (Tabla 3). Los CO 

provenientes de OD.5B3 produjeron un mayor 

número de vástagos por explante en comparación 

con el CO proveniente de OD1B1. Este resultado 

sugiere que, para el ecotipo de piña Erüwä Känä, se 

requieren bajas dosis relativas de 2,4-D y altas dosis 

relativas de BA para inducir, efectivamente, la 

formación de  CO en el explante foliar. Dicho 

resultado concuerda con lo reportado en trabajos 

previos sobre ORG indirecta en piñas (1,13,14,19).  

 

 
Figura 3. Ontogenia del CO en la piña Erüwä Käná. A) 

El desarrollo del CO está asociado con el tejido vascular 

de la SBF. Se observa la desviación de los haces hacia el 

CO. B) Formación de nuevo tejido vascular entre el 

explante y el CO (flecha). 

 

 
Figura 4. Desarrollo caulogénico sobre el CO. Se observa 

la formación de yemas adventicias y vástagos. V: vástago 

Y: yema adventicia. 

 

Tabla 3. Desarrollo de vástagos en medio MS basal a 

partir de tejidos organogénicamente inducidos en  A. 

comosus „Erüwä Känä‟ 

 

Medios de IO 

Desarrollo de vástagos en MS 

N° vástagos/SBF£*  N° vástagos/SBF 

0D.5B3 10,62 ± 3,42 3,45 ± 1,11 

0D1B1 13 ± 0,0 0,32 ± 1,44 

* SBF£: N° de SBF con callo organogénico. 

¥ N° vástagos/SBF: [N° vástagos/SBF£] X [SBF£/N° 

total de SBF cultivados]. Los parámetros fueron 

determinados a las 6 semanas de cultivo. 
 

Exp 

16X 16X 2A 2B 

2C 2D 200X 200X 

CO 

Exp 

HV 

Exp 

CO 

40X 200X 

16X 

CO 
CO 

Y V 
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En el presente trabajo se logró la regeneración de 

plantas de la piña autóctona „Erüwä Känä‟ vía ORG 

indirecta. Sin embargo, antes de su transferencia al 

campo, es necesario evaluar el efecto del proceso 

morfogénico in vitro sobre la estabilidad genética 

y/o epigenética de las plantas regeneradas mediante 

análisis morfológicos, anatómicos y moleculares. 
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Dianthus caryophyllus L. (“Clavel”), Chrysanthemun sp. (“Crisantemo” variedades “Pompón”, y “Cremón”), Etlingera 

elatior (Jack) R.M. Smith (“Bastón del Emperador”) y Calopogonium sp., son cuatro especies vegetales que se han 

incorporado al Banco de Germoplasma in vitro que funciona en el Laboratorio de Biotecnología Vegetal del Instituto de 

Biología Experimental (IBE). Plantas de Crisantemo, Clavel y Bastón del emperador, han sido entregadas a los 

agricultores de la zona del Jarillo, Edo Miranda,  como parte de un proyecto financiado por el FONACIT, con el fin de  

apoyar la producción nacional y disminuir los gastos en divisas por importación de ornamentales. Todo esto ha sido posible con el 

empleo de técnicas de cultivo de tejidos vegetales. Estas  especies, también se sumarán al grupo de especies ornamentales 

medicinales, industriales y hortícolas, que se han mantenido a durante décadas en el Laboratorio de Biotecnología 

Vegetal, con repiques sucesivos del material vegetal a medios de cultivo fresco cada 2 meses, con el propósito de tener 

material vegetal en condiciones de asepsia para futuras investigaciones o producción masiva. También en los últimos 

años, se ha incursionado en el uso de  microorganismos que fijan nitrógeno atmosférico,  Rhizobium y los hongos 

Glomeromycota, que permiten una mejor nutrición fosforada, favoreciendo la sobrevivencia  de las vitroplantas en vivero. 

 

Introducción 

Con el uso de biotécnicas se ha propiciado en los 

últimos años la producción comercial de plantas 

ornamentales, medicinales, industriales y hortícolas, 

con fines comerciales ya que permiten la propagación 

de grandes cantidades de plantas en menor tiempo 

(10). Asi mismo,  la incorporación de nuevas especies 

al banco de Germoplasma in vitro que funciona en el 

Laboratorio de Biotecnología Vegetal del Instituto de 

Biología Experimental (IBE) de la Facultad de 

Ciencias de la UCV, ha sido clave fundamental en el 

desarrollo de investigaciones enfocadas a solucionar 

problemas específicos en la agricultura del país. 

 

 

Micropropagación masiva de Clavel (Dianthus 

caryophyllus L.) 

 

El clavel pertenece a la familia Caryophyllaceae. Sus 

flores son muy cotizadas a nivel nacional e 

internacional, debido a que son flores vistosas de 

variados colores y de agradable fragancia. También 

tiene usos medicinales, cosméticos y litúrgicos (5).  

La floración de esta planta se produce durante casi 

todo el año. Empleando  técnicas de cultivo in vitro,  

se planteó establecer un sistema de multiplicación  

masiva de esta especie (6). Se aislaron microesquejes, 

que fueron desinfectados y posteriormente sembrados 

en dos medios de multiplicación constituidos por las 

sales de Murashige y Skoog (1962) (8), 

suplementados con: 1 mg/L de benciladenina y 0,1 

mg/L de ácido naftalenocético (MS1) ó 1 mg/L de 

cinetina y 0,5 mg/L  de ácido indolacético (MS2). 

Para la etapa de aclimatación se ensayaron dos tipos 

de sustrato: 1.- tierra con  micorrizas y 2.- tierra sin 

micorrizas. Transcurridas ocho semanas de cultivo se 

observó la formación de brotes en un 100 % de los 

explantes para el medio MS1, con 10 brotes/explante, 

con promedio de altura de 12,5 cm y un 31 % de 

plantas que formaron raíces, además el 7 % de los 

brotes presentaron características de hiperhidricidad. 

En el medio MS2 se observó un porcentaje de 

multiplicación del 81%, el promedio de brotes/ 

explante  fue de 4 con una altura promedio de 7,32 

cm, y un porcentaje de formación de raíces del 87%   

(Fig. 1). 

Con los métodos de aclimatación descritos se obtuvo 

un 10% de sobrevivencia de las plantas. El medio 

MS1 resulto ser el más apropiado para la 

multiplicación in vitro de clavel (Fig. 2). 
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Es importante continuar probando métodos de 

aclimatación para plantas de clavel propagadas in 

vitro. 

     

 
                 

         Figura 1.  Plantas  in vitro de Clavel 

. 

                
 

         Figura 2. Plantas de Clavel en vivero. 

 

 

Micropropagación masiva de Chrysantemum sp. 

 

Chrysanthemum sp. (Crisantemo) pertenece a la 

familia Asteraceae,  tiene gran demanda nacional e 

internacional, debido a que sus flores de diferentes 

formas y colores son ampliamente utilizadas en la 

fabricación de ramos. Por ser muy aromática también 

se emplea  en la producción de perfumes (7). 

Microesquejes de dos variedades de Crisantemo: 

(Cremón y Pompón) fueron desinfectados y 

sembrados en dos medios de cultivo para la 

multiplicación de brotes, constituidos por sales MS 

(1962) (8), suplementado con:  2 mg/L de cinetina y 

0,1 mg/L de ácido naftalenoacético (medio MS1) o 

con 1 mg/L de cinetina y 0,5 mg/L de ácido 

naftalenoacético (medio MS2). Para la etapa de 

aclimatación se utilizaron dos tipos de sustratos: 1.- 

tierra con  micorrizas. 2.- tierra sin micorrizas.  

En la variedad Cremón, transcurridas ocho semanas 

de cultivo en el medio MS1, se observó un 75% de 

los explantes con brotes, con un promedio de 2 

brotes/explante,  con altura promedio de 9,25 cm y 93 

% de plantas con formación de raíces; en el medio 

MS2, un 70% de explantes formaron brotes, con un 

promedio de 1,5 brotes por explante, una altura 

promedio de 4,15 cm, y formación de raíces en el 70 

% de las plantas. En la variedad Pompón en medio 

MS1, un 67% de los explantes formaron brotes, un 

promedio de 1,5 brotes/explante, con una altura 

promedio de 4,25 cm, y 95 % de las plantas formaron 

raíces. En el medio MS2, un 40 % de los explantes 

formaron brotes, un promedio de 1,2 brotes/ explante, 

una altura promedio de 3,25 cm, y un 75 % de las 

plantas formaron raíces (Fig. 3). Con el sustrato 2, se 

obtuvo un 80 % y 15 % de plantas aclimatadas de las 

variedades Pompón y Cremón, respectivamente (Fig. 

4). Las pruebas con el  sustrato 1 continúan en 

estudio. 

Con los dos medios de cultivo probados, se 

observaron promedios de multiplicación semejantes 

en las dos variedades de crisantemo en estudio. 

 

   
 

          
  

            Figura 3. Plantas in vitro de Crisantemo. 

 

 

                              
                                

            Figura 4.  Plantas de Crisantemo en vivero. 

 

 Microprogación masiva de Etlingera elatior 

  

Esta planta tiene gran demanda a nivel mundial por 

sus propiedades ornamentales (flores de gran tamaño, 

de colores rosadas o rojas) y medicinales 

(antihipertensivo, antimicrobiano, antioxidante y 

promotor de la actividad antitumoral) (1). Para 

satisfacer esta demanda se han establecidos diversos 

protocolos  de cultivo in vitro de Etlingera elatior 

(Jack)  RM Smith, mejor conocida como Bastón del 

Emperador o Antorcha  (Zingiberaceae) para su 

producción masiva (4). Se extrajeron y desinfectaron 
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yemas (tamaño 1,5 cm) (explante) de plantas de 

Bastón del Emperador mantenidas en vivero. Luego 

se cultivaron  en el medio constituido por las sales de 

Murashige y Skoog (MS) (1962) (8), suplementado 

con tiamina 0,4 mg/l, inositol 100 mg/l, sacarosa 30 

g/l, 5 mg/L de  benciladenina (BA) y 3 mg/L de ácido 

naftalenacético (ANA), solidificado con agar 8 g/L. 

Los explantes fueron incubados bajo luz continua 

(Fig. 5). La etapa de enraizamiento se logró en un 

medio de cultivo sin sustancias de crecimiento. Para 

la etapa de aclimatación se utilizaron dos tipos de 

sustratos: 1.- Tierra abonada y 2.- Tierra abonada, 

turba y arena. Las plantas que se sembraron en tierra 

abonada presentaron un mayor crecimiento con 

respecto a las sembradas en tierra con turba y arena, 

sin importar en que medio de cultivo (MS2, MS3, 

MS4) se obtuvieron las plantas in vitro (Fig. 6). 
 

           
 

          Figura 5.  Plantas in vitro de Etligera elatior. 

                        (Bastón del Emperador) 

 

                            
 

Figura 6. Plantas de Bastón del Emperador  

en vivero. 

 

Microorganismos beneficiosos en la aclimatación de 

vitroplantas de la leguminosa forrajera 

Calopogonium sp.  

 

Calopogonium sp. es una leguminosa forrajera 

nativa de las sabanas del estado Guárico, de 

utilidad por ser comestible para el ganado y 

enriquecer el suelo con Nitrógeno al 

descomponerse  (9).  Por requerirse esta planta en 

una cantidad importante para la siembra en los 

sistemas agrícolas de la zona, consideramos 

como alternativa la producción de vitroplantas de 

Calopogonium sp. para obtenerlas de manera 

masiva y rápida en sustitución de las semillas, de 

difícil obtención. Una vez obtenidas las 

vitroplantas, se realizó un estudio en 

microcosmos, en condiciones de invernadero, 

con un suelo de baja fertilidad proveniente de 

Santa María de Ipire, Estado Guárico. Se 

inocularon las vitroplantas con los 

microorganismos Rhizobium phaseoli (R) y 

hongos Glomeromycota nativos que foman 

micorrizas arbusculares (MA), por separado o en 

combinación; se incluyó un tratamiento control 

sin inoculación (SM), a fin de evaluar si estos 

microorganismos facilitaban su sobrevivencia en 

la etapa de aclimatación (3). 

Las vitroplantas de Calopogonium sp. mostraron 

adecuada biomasa foliar, caulinar y radical, 

parámetros con mayores valores según el orden 

de inoculación MA+R; MA; R; SM 

respectivamente. Las vitroplantas de 

Calopogonium sp. presentaron estructuras 

nodulares típicas de R. phaseoli (hasta un 85 %) 

y valores de colonización por MA hasta un 45%, 

indicando que la inoculación con R. phaseoli y 

los hongos Glomeromycota nativos fue efectiva 

tanto de forma individual como conjunta y que 

favoreció la aclimatación de las vitroplantas, ya 

que se registró una sobrevivencia de 10 % hasta 6 

meses después del transplante a tierra (Fig. 7).   

La aplicación de las micorrizas arbusculares y de 

un rizobio afín a las vitroplantas de 

Calopogonium sp. favoreció su establecimiento 

en tierra y podría asumirse como una práctica 

rutinaria en la aclimatación de vitroplantas de 

esta especie (2). 
           

                 
 

Figura 7.  Raíces de Calopogonium sp. con 

estructuras nodulares. 
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El café (Coffea arabica L.) es un cultivo producido tradicionalmente en forma ecológica por pequeños productores en el 

país. La propagación in vitro de esta planta se ha desarrollado durante varias décadas en el laboratorio, debido a que 

dichos métodos son útiles en la conservación de germoplasma, el mejoramiento y para la multiplicación  industrial de 

variedades comerciales, sin embargo, aún quedan aspectos que deben ser perfeccionados para realizar el escalamiento a 

nivel industrial en el país.  En la presente investigación se determinó que es importante el tiempo de almacenamiento de 

las hojas antes de sembrarlas, siendo óptimo pre-incubarlas durante 1 día en condiciones de humedad, porque disminuye 

la contaminación y aumenta la embriogénesis somática en alta frecuencia, al compararla con 0, 2, 3 y 6 días de 

almacenamiento.  Se logró una aclimatación exitosa de las vitroplantas en los viveros del IBE, utilizando botellas de 

refresco modificadas, esta situación fue óptima para mantener la humedad elevada que las vitroplantas requieren en esta 

etapa, y además fue una solución sencilla, económica y amigable con el ambiente, ya que se reciclan envases que de otro 

modo serían de desecho y contaminan el ambiente.  
 

 
  

Introducción 

El café (Coffea arabica L.) es una cultivo producido 

tradicionalmente en forma ecológica por pequeños 

productores en el país. La propagación in vitro de esta 

planta se ha desarrollado durante varias décadas en el 

laboratorio, debido a que dichos métodos son útiles 

en la conservación de germoplasma, el mejoramiento 

y para la multiplicación  industrial de variedades 

comerciales, sin embargo, aún quedan aspectos que 

deben ser perfeccionados para realizar el 

escalamiento a nivel industrial en el país.   

Para establecer y mantener un tejido vegetal en 

cultivo in vitro, sea con fines de investigación o en la 

producción comercial de plantas, es esencial que los 

cultivos establecidos in vitro estén libres de 

contaminantes biológicos y sean mantenidos en 

condiciones asépticas (1), ya que la contaminación 

puede perjudicar el establecimiento de los tejidos y 

causar pérdidas en los cultivos ya establecidos, 

Cassells (1) considera que la contaminación 

microbiana de los cultivos de tejidos se debe a la alta 

disponibilidad de nutrientes presente en el medio 

universalmente usado de Murashige y Skoog (5). 

Según Lazo-Javalera (3), el procedimiento de 

desinfección depende de varios factores, incluyendo 

la planta madre, su edad, el cultivar y el genotipo; 

también influye el origen y condiciones de 

crecimiento de las plantas madres, si éstas se 

encuentran en vivero o si son de campo, en el caso de 

tejidos de plantas de campo con muchos 

microorganismos de suelo y el ambiente es necesario  

buscar métodos alternativos para obtener tejidos 

estériles que permitan establecer un protocolo de 

cultivo de tejidos.  

En la presente investigación se trabajó con plantas 

mantenidas en los jardines del IBE y con material de 

campo, se estudió el efecto en la desinfección de 

algunos fungicidas comerciales, y un factor que no se 

había considerado anteriormente y del cual no 

encontramos reportes en la literatura, que es la pre-

incubación de las hojas en condiciones de humedad. 

En este trabajo también se continuaron 

investigaciones sobre la aclimatación y crecimiento 

de las vitroplantas de café, sustituyendo el uso de 

propagadores por envases de refresco modificados. 

 

Materiales y Métodos 

Explantes de hoja de las variedades Catimor, Catuai y 

cinco genotipos promisorios del INIA-Táchira fueron 

desinfectados y sembrados en el medio básico de 

Murashige y Skoog (5) según los procedimientos 

previamente descritos por Menéndez-Yuffá y García 

(4).  Previamente a la desinfección, se aplicaron 

distintos tiempos (0, 1, 2, 3 y 6 días) de pre-

incubación de las hojas en bolsas plásticas con una 

pequeña cantidad de agua, durante el proceso de 
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desinfección se incluyeron tratamientos con los 

fungicidas comerciales Ridomil
®
, Kocide

®
 y 

Vitavax
®
, para determinar su efecto en la 

contaminación con hongos que es el principal 

problema que presenta este cultivo para el 

establecimiento in vitro.  La aclimatación de las 

vitroplantas obtenidas por la germinación de 

embriones somáticos, se llevó a cabo transfiriéndolas 

a un sustrato constituido por tierra abonada 

esterilizada por calor, el sustrato se colocó 

previamente en envases de refresco modificados para 

este fin (se recortaron las botellas, se les hicieron 

orificios para permitir el drenaje del agua de riego y 

se dejaron destapadas para el intercambio gaseoso), 

de esta forma se logró mantener las plantas con una 

humedad elevada.  La primera etapa de la 

aclimatación se llevó a cabo en uno de los viveros del 

Instituto de Biología Experimental con baja 

incidencia de luz, y luego se transfirieron a otro 

vivero donde hay mayor incidencia de luz solar, 

aunque con cierta sombra natural debida a la 

vegetación circundante. 

 

Resultados y discusión 

Un factor que afecta la desinfección de los tejidos que 

se van a cultivar in vitro, es el origen de los mismos 

(vivero o campo) y las condiciones de crecimiento, 

por ejemplo, cuando se trabaja con plantas de vivero, 

éstas se pueden realizar controles fitosanitarios 

previos a la siembra, esta situación no siempre es 

posible en el caso de tratarse de plantas silvestres o de 

un árbol creciendo en campo como el café, por lo 

cual, se probaron algunos factores para tratar de 

disminuir los niveles de contaminación en los cultivos 

iniciales de café, también debe tenerse en cuenta que 

el tratamiento de desinfección debe mantener un 

equilibrio con la viabilidad y posterior desarrollo de 

los tejidos in vitro, es decir, para la desinfección se 

utilizan compuestos que afectan a los 

microorganismos pero simultáneamente son tóxicos 

para los tejidos. En los experimentos realizados se 

obtuvieron desde 24 % hasta un 91 % de explantes 

iniciales contaminados con hongos y bacterias, el 

principal problema fue la contaminación con hongos, 

sin embargo, no se observaron diferencias en la 

incidencia de los mismos al aplicar tratamientos con 

los diferentes fungicidas ya mencionados.  La pre-

incubación de las hojas en condiciones de humedad, 

se comenzó a aplicar por la necesidad de traer 

material vegetal de localidades alejadas del 

laboratorio, al realizar ensayos preliminares se 

observó que dicho tratamiento parecía tener efecto en 

los niveles de contaminación, así como también en la 

frecuencia de inducción de embriogénesis somática 

en alta frecuencia.  El mejor resultado se obtuvo al 

pre-incubar las hojas durante un día antes de la 

siembra, ya que se presentó menor contaminación por 

hongos que al sembrar inmediatamente o después de 

2, 3 y 6 días, cuando las hojas se incubaron por 

tiempos mayores, especialmente a los 6 días, la 

contaminación bacteriana pasó a ser mayor que la 

debida a los hongos, pero ningún explante de aquellos 

cuyas hojas fueron pre-incubadas 6 días sobrevivió a 

la contaminación, ni tampoco fue posible su 

establecimiento in vitro.  Posteriormente, se observó 

que la pre-incubación tuvo un efecto sobre la 

diferenciación de embriones somáticos en alta 

frecuencia, siendo mayor al aumentar los días de pre-

incubación, sin embargo, considerando que la 

contaminación es mayor a partir de los dos días, 

recomendaríamos hacer una pre-incubación de un día.  

El efecto de la pre-incubación en la contaminación, 

puede deberse a que esta condición permite la 

germinación de esporas que luego son eliminadas más 

eficientemente durante el proceso de desinfección, 

tenemos previsto realizar ensayos para comprobar 

esta hipótesis.  La influencia positiva de la pre-

incubación en la inducción de embriogénesis 

somática en alta frecuencia (Fig. 1), puede estar 

relacionada con el hecho de que la embriogénesis 

somática es generalmente favorecida por condiciones 

de estrés (2,6). 

 

Se innovó en el método para la aclimatación  de 

vitroplantas de café, ya que en vez de utilizar 

propagadores, los cuales se encuentran limitados en 

cantidad, ocupan espacio y representan un costo de 

construcción, se utilizaron envases de refresco modi- 

 

 
 

 

 

Fig. 1. Callo altamente embriogénico de la 

variedad Catimor (A); callo altamente 

embriogénico de la variedad Catuai (B) y 

embriones somáticos en alta frecuencia (C). 
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ficados, estos envases permitieron mantener la 

humedad elevada que las vitroplantas requieren en 

esta etapa, y constituyeron una solución sencilla, 

económica y que incluye el reciclaje de desechos 

contaminantes.  Las vitroplantas de café se 

aclimataron bien en las nuevas condiciones 

ensayadas (Figuras 2, 3, 4); sin embargo, 

consideramos que aún se deben mejorar las 

condiciones de crecimiento en vivero, ya que el 

crecimiento de las plantas es lento, lo cual puede 

deberse a las condiciones de iluminación demasiado 

baja en el primer vivero y el tiempo que las 

vitroplantas permanecieron en el mismo. 

 

 
 

 

 

 

 

Conclusiones y recomendaciones 

El efecto que tiene la pre-incubación de las hojas de 

café antes de la desinfección y aislamiento de los 

explantes, es un factor muy interesante que debe 

estudiarse con mayor detalle, ya que además de lo 

novedoso, es un tratamiento que puede disminuir la 

necesidad de utilizar componentes tóxicos en el 

proceso de desinfección. 

 

La pre-incubación de las hojas de café en un 

ambiente húmedo durante un día antes de la 

desinfección y siembra in vitro, tuvo el efecto de 

disminuir la contaminación de los explantes y 

mejorar la inducción de embriogénesis somática en 

alta frecuencia. 

 

El uso de envases de refresco modificados fue 

adecuado para el trasplante a suelo y para la primera 

etapa de  aclimatación de vitroplantas de café. 
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Fig.  2. Uso de envases de refresco en la aclimatación 

de Vitroplantas de café. s = semanas, m = meses  
Fig.  3. Secuencia de la aclimatación de vitroplantas  

de café (envase nro. 6).  s=semanas, m= meses 
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Se estudió el sistema reproductivo de seis especies de Bauhinia creciendo en diferentes localidades del territorio nacional 

como un aporte al conocimiento de la subfamilia Caesalpinioideae en el país. Se realizaron diferentes pruebas 

experimentales controladas, en flores aisladas. Se encontró que las especies analizadas son autoincompatibles, 

produciendo frutos sólo por fertilización cruzada, a excepción de B. ungulata que produjo frutos por autofertilización, 

por lo que puede ser considerada parcialmente autocompatible. Todas las especies presentaron una alta relación P/O, lo 

que concuerda con lo señalado para especies xenógamas. Los resultados apoyan la asociación entre la 

autoincompatibilidad y el carácter leñoso de las plantas y permite sugerir el carácter ancestral de la incompatibilidad en 

género Bauhinia.  

 

Introducción 

Las Leguminosae constituyen la segunda familia 

más importante en Venezuela, precedida por las 

Orchidaceae (5). Tiene distribución casi 

cosmopolita, y ocupa un amplio rango de hábitats. 

Actualmente se reconoce una sola familia, Fabaceae, 

con tres subfamilias: Caesalpinioideae, 

Mimosoideae y Papilionoideae (8), que se 

diferencian principalmente por sus flores y ciertas 

características de las semillas. Las Caesalpinioideae 

son el grupo menos conocido a nivel taxonómico y 

filogenético (14) y se distinguen por presentar el 

pétalo posterior distinto a los cuatro restantes, con 

una prefloración imbricada ascendente (1). En 

Venezuela, el género Bauhinia constituye el tercero 

más abundante (27 especies) después de Senna (47 

especies) y Macrolobium (35 especies), y representa 

9,7% de las especies de Caesalpinioideae que se 

encuentran en el país (16). Algunas especies son 

utilizadas como fuente de alimento, en la medicina, 

en la producción de fibras, como ornamentales, en la 

industria maderera, y son pioneras en la 

regeneración de bosques (14). No obstante, son muy 

escasos los estudios del sistema reproductivo de las 

especies de Bauhinia (2,4,7,10,11,12). En Bauhinia, 

las especies son frecuentemente lianas, árboles o 

arbustos; se distribuyen en las regiones cálidas del 

mundo y están ampliamente distribuidas en 

Venezuela. Las flores hermafroditas, aunque pueden 

ocurrir flores unisexuales (12), con cinco pétalos 

ligeramente irregulares, diez estambres, legumbre 

oblonga o lineal, bivalvada o indehiscente (14). Las 

flores de las especies neotropicales de Bauhinia son 

zigomorfas, exhiben una gran diversidad de formas, 

tamaños y colores, son fragantes, producen néctar y 

presentan adaptaciones a diferentes síndromes de 

polinización (6). Reportes sobre la biología 

reproductiva muestran que las especies de Bauhinia 

son autoincompatible o parcialmente incompatibles 

(2,4,7,10,11,12). De acuerdo a lo anterior, la 

autoincompatibilidad en Bauhinia parece un carácter 

ancestral en este género. Con la finalidad de 

contribuir a establecer las tendencias evolutivas de la 

reproducción en Bauhinia, el objetivo de este trabajo 

fue determinar el sistema reproductivo de seis 

especies de dos secciones diferentes.  
  
Materiales y Métodos 

El estudio se realizó en diferentes localidades en 

Venezuela (Tabla 1).  

Sistema reproductivo. Un programa de cruces 

controlados (13,15) fue empleado para determinar el 

sistema reproductivo. En flores aisladas de la 

actividad de polinización natural, procedentes de un 

mínimo de cinco plantas individuales, el número de 

frutos fue cuantificado en las siguientes pruebas: 1- 

Agamospermia, yemas emasculadas, 2- 

autopolinización espontánea, yemas aisladas, 3- 

autopolinización, yemas aisladas y autopolinizadas 

en la antesis, y 4- polinización cruzada, yemas 

emasculadas y polinizadas con polen de otros 

individuos de la misma especie durante la antesis. 

Además se determinó la polinización natural, la 

formación de frutos en un número conocido de 

flores expuestas a la polinización bajo condiciones 

naturales. Los niveles de incompatibilidad genética 
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fueron determinados mediante el índice de Autoincompatibilidad (IAI), dividiendo el número  
 

Tabla 1. Áreas de estudio de especies de Bauhinia en Venezuela 

Especie Localidad de estudio Ubicación geográfica Altitud 

(msnm) 

B. aculeata L. Arboretum de la Escuela de Biología UCV, 

Bello Monte, Estado Miranda 

10°30’ N, 66°53’ O 1100 

B. glabra Jacq. Arboretum de la Escuela de Biología UCV, 

Bello Monte, Estado Miranda 

10°30’ N, 66°53’ O 1100 

B. multinervia (Kunth) DC. A lo largo del río Los Caracas, Los Caracas, 

Estado Vargas 

10°37’ N, 66°34’ O 8 

B. pauletia Pers.  Cercanías de San Sebastián de Los Reyes, 

Estado Aragua 

9°56’ N, 67°10’ O 200 

B. rutilans Spruce ex Benth. Parque Nacional Henri Pittier, Aragua 10°21’ N, 67°41’ O 1100 

B. ungulata L. Estación Biológica de Los Llanos, Edo. Estado 

Guárico 

8°56’ N, 67°25’ O 75 

 

promedio de frutos producidos por flor 

autofertilizada manualmente entre el número 

promedio de frutos producido por flor por medio de 

fertilización cruzada manual. Valores iguales a 1 

indican que la planta es autocompatible, entre 1 y 0 

que la autocompatibilidad es parcial, e iguales a 0 

autoincompatibilidad (13). La eficacia reproductiva,  

definida como el rendimiento reproductivo bajo 

máximas condiciones de polinización, se determinó 

comparando el porcentaje de frutos por fertilización 

cruzada con el número de frutos en condiciones 

naturales (13,15). Es una medida de la actividad de 

los polinizadores en condiciones naturales en 

especies xenogamas. 

Relación Polen/Óvulo (P/O). La relación 

Polen/Óvulo se estimó para cada especie de acuerdo 

a la metodología descrita por Lloyd (9), 

cuantificando el número de granos de polen por 

antera, y el número promedio de óvulos y estambres 

por flor, en 100 yemas florales provenientes de un 

mínimo de cinco individuos.  

 

Resultados  

Las especies de Bauhinia analizadas se ubican en 

dos secciones: Pauletia, la cual incluye árboles (B. 

aculeata, B. multinervia, B. pauletia, B. ungulata), y 

Tylotaea que incluye lianas (B. glabra, B. rutilans) 

(17). Todas las especies presentaron 5 estambres 

largos y 5 estambres cortos, a excepción de B. 

pauletia con cinco estambres del mismo largo. 

Sistema reproductivo. Los resultados de los cruces 

controlados indican que todas las especies de 

Bauhinia estudiadas son autoincompatibles; es decir, 

solo se produjeron frutos por medio de fertilización 

cruzada (Tabla 2), tampoco fue detectada 

autopolinización espontánea ni agamospermia. El 

índice de Autoincompatibilidad (IAI= 0) es propio 

de especies autoincompatibles, a excepción de B. 

ungulata (IAI= 0,25) que puede ser considerada 

parcialmente autoincompatible; no obstante, todas 

estas especies son xenógamas y requieren de un 

agente para la transferencia de polen.  

Eficacia reproductiva. El porcentaje de frutos/flor 

formado por fertilización cruzada fue mayor al 

obtenido por polinización natural, salvo en Bauhinia 

aculeata. La eficacia reproductiva fue 2,8 veces 

mayor en las especies de la sección Pauletia 

(árboles) que en las de la sección Tylotaea (lianas) 

(t28= 3,75; p<0,05). Esto indica que el porcentaje de 

frutos formados en condiciones naturales en las 

especies de lianas fue menor al formado por 

fertilización cruzada.  

Relación Polen/Óvulo. El número de óvulos y de 

granos de polen por flor fue comparativamente 

mayor en las especies arbóreas. No obstante, la 

relación polen/óvulo fue mayor en las especies de 

lianas y varió desde 1026,23 hasta 2893,59, y en las 

arbóreas desde 2039,37 hasta 2815,93 (Tabla 3). 

Aun cuando la relación P/O entre ambas secciones 

taxonómicas fue estadísticamente significativa (t29= 

9,51; p < 0,05), las especies están catalogadas dentro 

de la misma categoría y corresponden a especies 

xenógamas (3). 

 

Discusión 

El sistema de autoincompatibilidad encontrado en 

las especies de Bauhinia concuerda con estudios 

previos donde las especies de Bauhinia son 

autoincompatibles o parcialente autoincompatibles 

(2,4,7,10,11,12), lo cual sugiere que la 

autoincompatiblidad es el sistema reproductivo 

predominante en especies de  Bauhinia. Además, la 

autoincompatibilidad en este género es corroborada 

por la alta relación P/O en especies de ambas 

secciones taxonómicas, característica de especies 

xenógamas (3).  

La polinización cruzada obligatoria encontrada en 

Bauhinia y su relación con los altos valores de la 

relación P/O también se corresponde con los 

resultados obtenidos respecto a los mecanismos de 

polinización (6). Las especies arbóreas presentan 
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adaptaciones florales a la quiropterofilia excepto B. 

aculeata que es polinizada por un sistema 

generalista de insectos diurnos y nocturnos (6) y las  

Tabla 2. Sistema reproductivo de seis especies de Bauhinia. AF = autolinización manual, FC = polinización cruzada, PN = polinización 

natural  

 

Sección 

 N° Flores 

polinizadas 

 N° Frutos 

producidos 

 % Frutos/flor  Eficacia 

reproductiva 

  

IAI 

Especie  AF FC PN  AF FC PN  FC PN     

Pauletia                

  B. aculeata  13 15 23  0 7 14  44,67 60,87  1,36  0,00 

  B. multinervia  13 5 24  0 3 13  60,00 54,16  0,90  0,00 

  B. pauletia  6 14 369  0 7 59  50,00 15,99  0,32  0,00 

  B. ungulata*  126 97 310  14 57 53  58,76 17,09  0,29  0.25 

                 X (DE)             0,70 (0,49)   

Tylotaea                

  B. glabra  12 14 148  0 6 19  42,85 10,81  0,25  0,00 

  B. rutilans  22 15 524  0 2 18  13,33 3,44  0,26  0,00 

                 X (DE)             0,25 (0,01)   

* Datos recalculados de Ramírez et al. (12), IAI = Índice de Autoincompatibilidad 

 

 
Tabla 3. Número de granos de polen/flor, número de óvulos/flor y relación Polen/Óvulo en seis especies de Bauhinia 

  N° granos polen/antera  N° de granos   N° de   Relación  

Sección  Estambres Largos Estambres Cortos  polen/flor*  óvulos/flor  Polen/Óvulo 

Especie  X (DE) X (DE)    X (DE)   

Pauletia          

   B. aculeata  1656 (282,7) 927 (151,8)  12915  7,09 (0,77)  1821,57 

   B. multinervia  4987 (654,9) 4313 (550,8)  46500  16,07 (1,60)  2893,59 

   B. pauletia  4300 (338,2) ----  21500  20,95 (2,49)  1026,25 

   B. ungulata  2613 (372,9) 2738 (480,5)  26755  20,33 (1,94)  1316,04 

              X (DE)  3389(1526,3) 2659,33 (1694,4)  26917,5 (14246,9)  16,11 (6,39)  1764,36 (821,43) 

Tylotaea          

   B. glabra  949 (48,8) 605 (79,5)  7770  4,12 (1,02)  2039,37 

   B. rutilans  1025 (142,9) 1025 (197,1)  10250  3,64 (0,56)  2815,93 

               X(DE)  987 (582,1) 815 (376,6)  4397,5(7772,5)  3,88 (0,26)  2427,65(1811,65) 

 * (Estambres Largos x N° estambres/flor) + (Estambres Cortos x N° estambres/flor) 

 

especies de lianas a la entomofilia o entomofilia-

ornitofilia como el caso de B. rutilans (6). Las 

especies quiropterofílicas (arbóreas) tienen una 

floración más larga comparadas con las lianas, que 

presentan una floración masiva asociada a una 

polinización entomofílica (6). La floración extendida 

en las especies de la sección Pauletia está asociada 

con un bajo número de flores que abren por 

inflorescencia cada noche, lo que reduce la 

posibilidad de geitonogamia y promueve un mayor 

número de cruces compatibles. Es bien conocido que 

en especies autoincompatibles la autopolinización 

produce una reacción de autoincompatibilidad que 

bloquea la posibilidad en la producción de frutos y 

semillas. De acuerdo a lo anterior, en las especies 

quiropterófilas los murciélagos realizan muchos 

cruces y por tanto la producción de frutos es mayor. 

En contraste, las especies de la sección Tylotaea 

presentan una fenología de floración más corta y un 

mayor número de flores son producidas por 

inflorescencia por día, las cuales son polinizadas por 

un número variado de insectos (6) que puede ser 

considerado como un sistema de polinización 

polifílico. La condición de polinización generalista 

polifílica asociada a una floración masiva en las 

especies trepadoras de Bauhinia permite un mayor 

número de autocruces, lo cual conduce a una menor 

cantidad de frutos producidos naturalmente. La 

reacción de autoincompatibilidad por los autocruces 

puede entonces estar asociada con la menor cantidad 

de frutos producidos en la sección Tylotaea del 

género Bauhinia.   

Con base a estos mismos argumentos, la mayor 

relación P/O encontrada en las especies trepadoras 

(Sección Tylotaea) podría también estar asociada o 

con el sistema de polinización polifílico que requiere 

de mayor producción de polen que las especies con 

un sistema de polinización más especializado, como 

la quiropterofilia. Sin embargo, la producción de 

polen y el número de óvulos por flor son mayores en 

las especies de la sección Pauletia que en las especies 

de la sección Tylotaea. Este paralelismo sugiere una 

correlación numérica entre la producción de polen y 



108 

 

óvulos por flor que resulta en una elevada relación 

polen/óvulo en ambos grupos taxonómicos.   

La mayor eficacia reproductiva encontrada en las 

especies arbóreas de Bauhinia en comparación con 

las especies trepadoras puede ser relacionada con: 1- 

una transferencia más efectiva de polen en las 

especies de la sección Pauletia comparada con el 

sistema generalista-polifílico de las especies de la 

sección Tylotaea. 2- La mayor relación P/O en las 

especies de la sección Pauletia. 3- La floración 

extendida en las especies de la sección Pauletia que 

garantiza una mejor distribución de los recursos para 

reproducción comparada con las especies de la 

sección Tylotaea con floración masiva.   

Los resultados obtenidos en este estudio apoyan las 

ideas propuestas respecto a la asociación entre la alta 

frecuencia de autoincompatibilidad y el carácter 

leñoso de las especies. Además, también sugieren  

que la autoincompatibilidad en Bauhinia podría ser 

considerado un carácter ancestral en el género, lo 

que requiere de muchos estudios sobre los sistemas 

reproductivos de especies de Bauhinia así como 

estudios filogenéticos.    
 

Referencias 

1. Cárdenas, L. (1998). Taxonomía de las 

Leguminosas. p. 19–31. En: Viera Díaz, J. y Marín 

Chirinos, D. (eds.). Un programa integral de 

investigación en Leguminosas. Memorias de 

Taller. Universidad Central de Venezuela, 

Vicerrectorado Académico, Caracas.  

2. Bawa, K.S. (1974). Breeding systems of tree 

species of a lowland tropical community. 

Evolution 28: 85-92. 

3. Cruden, R.W. (1977). Pollen-ovule ratios: a 

conservative indicator of breeding systems in 

flowering plants. Evolution 31: 32-46. 

4. Heithaus, E.R., Opler, P.A. y Baker, H.G. 

(1974). Bat activity and pollination of Bauhinia 

pauletia: Plant-pollinator coevolution. Ecology 

55: 412-419.  

5. Hokche, O. y Berry, P.E. (2008). Análisis 

florístico. En: Hokche, O., Berry, P.E. y Huber, O. 

(eds.). Nuevo catálogo de la flora vascular de 

Venezuela. pp. 69-109. Fundación Instituto 

Botánico de Venezuela, Caracas.  

6. Hokche, O. y Ramírez, N. (1990). Pollination 

ecology of seven species of Bauhinia L. 

(Leguminosae: Caesalpinioideae). Ann. Missouri 

Bot. Gard. 77: 559– 572. 

7. Lau, Y., Ramsden, C.P.L. y Saunders, R.M.K. 

(2005). Hybrid origin of “Bauhinia blakeana” 

(Leguminosae: Caesalpinioideae), inferred using 

morphological, reproductive, and molecular data. 

Amer. J. Bot. 92: 525-533.  

8. Lewis, G., Schrire, B., Mackinder, B. y Lock, 
M. (2005). Introduction. En: Lewis, G., Schrire, 

B., Mackinder, B. y Lock, M. (eds.). Legumes of 

the World (pp. 1-12. The Royal Botanic Gardens, 

Kew.  

9. Lloyd, D.G. (1965). Evolution of self-

incompatibility and racial differentiation in 

Leavenworthia (Cruciferae). Contr. Gray Herb. 

Harvard Univ. 195: 3-133. 

10. Munin, R.L., Texeira, R.C. y Sigrist, M.R. 

(2008). Esfingofilia e sistema de reproducao de 

Bauhinia curvula Benth. (Leguminosae: 

Caesalpinioideae) em cerrado no Centro-Oeste 

brasileiro. Rev. Bras. Bot.  31: 15-25  

11. Neto, H.F.P. (2013). Floral biology and breeding 

system of Bauhinia forficate (Leguminosae; 

Caesalpinioideae), a moth-pollinated tree in 

Southeastern Brazil. Bras. J. Bot. 36: 55-64.   

12. Ramirez, N., Sobrevila, C., De Enrech, N.X. y 

Ruiz-Zapata, T. (1984). Floral biology and 

breeding system of Bauhinia benthamiana Taub. 

(Leguminosae), a bat-pollinated tree in 

Venezuelan “Llanos”. Amer. J. Bot. 71: 273-280. 

13. Ruiz_Zapata, T. y Arroyo, M.TK. (1978). Plant 

reproductive ecology of a secondary deciduous 

tropical forest in Venezuela. Biotropica 10: 221-

230. 

14. Quiñones, L.M. (2005). Leguminosae Subfamilia 

Caesalpinioideae. pp. 301–328. En: Forero, E. y 

Romero, C. (eds.). Estudios en Leguminosas 

colombianas. Acad. Colombia Cien. Exact. Fis. 

Nat. Bogotá.  

15. Sobrevila, C. y Arroyo, M.T.K. (1982). Breeding 

systems in a mountain tropical cloud forest in 

Venezuela. Pl. Syst. Evol. 140: 19-37.  

16. Stergios, B., Klitgaard, B.B. y Redden, K.M. 

(2008) Caesalpiniaceae. En: Hokche, O., Berry, 

P.E. y Huber, O. (eds.). Nuevo Catálogo de la 

Flora Vascular de Venezuela. Fundación 

Instituto Botánico de Venezuela Dr. Tobías 

Lasser. Caracas, Venezuela.  
17. Stuard da Fonseca Vas, A.M. (1979). 

Consideracoes sobre a taxonomía do genero 

Bauhinia L., sect. Tylotaea Vogel (Leguminosae-

Caesalpinioideae) do Brasil. Rodriguesia 31(51): 

127-234. 

 
 

  

 



Memorias del Instituto de Biología Experimental vol. 8: 109-112  (2016)                                                    Ediciones IBE 
 

 

Biología floral de las angiospermas de un humedal con 

Copernicia tectorum 
 

YENI BARRIOS Y NELSON RAMÍREZ 

Laboratorio de Biología Reproductiva de Angiospermas, Centro de Botánica Tropical,  

Instituto de Biología Experimental, Facultad de Ciencias, Universidad Central de Venezuela 

Calle Suapure, Colinas de Bello Monte. Caracas – Venezuela. Correo-e: yeniceleste@gmail.com 

 

Algunas características de los humedales (aislamiento geográfico y/o ecológico, baja especificidad de polinizadores, alta 

proporción de especies herbáceas) pueden promover la autogamia en las plantas. Con el objetivo de evaluar la 

importancia de este sistema reproductivo en una comunidad inundable, diferente de la vegetación seca circundante, se 

estudió la biología floral de 25 especies en condiciones naturales. El sistema sexual, el tipo de unidad de polinización 

(UP), las dimensiones florales, los atrayentes y recompensas de la flor, el horario de antesis, la longevidad floral, la 

existencia de dicogamia y/o hercogamia fueron descritos para cada especie. También se estimó la relación polen/óvulo y 

se examinó la presencia de autopolinización espontánea. La mayoría de las especies fueron hermafroditas y mostraron 

UP individualistas con dimensiones mayores a 0,5 cm de diámetro y/o largo, colores y/o aromas atractivos para la fauna 

antófila, elevada relación polen/óvulo, producción de néctar y otros productos como recompensas. La antesis fue 

mayormente diurna. Aunque las flores fueron predominantemente homogamas y no hercogamas, así como poco 

longevas, solo dos especies presentaron autopolinización. De acuerdo con estos resultados, la xenogamia es el sistema 

reproductivo más importante en esta comunidad, aparentemente no existen presiones de selección que promuevan la 

reproducción autógama. 

 

  

Introducción 

La alogamia, xenogamia o polinización cruzada 

constituye la forma de reproducción sexual más 

común en comunidades de plantas tropicales (2, 

3,4,18). Este sistema evita los efectos deletéreos de la 

endogamia y aumenta la variabilidad genética dentro 

de las poblaciones. A pesar de estas ventajas y de la 

eficiencia de los polinizadores, muchas especies 

presentan sistemas autógamos y/o apomícticos que 

garantizan la producción de semillas si falla la 

polinización cruzada (5,11). Incluso existen 

situaciones en que estos constituyen el principal 

sistema reproductivo. La presencia del sistema 

autógamo, por ejemplo, está ampliamente descrita en 

especies herbáceas y/o de vida corta (5,9,11,14), así 

como en numerosas familias de plantas acuáticas y de 

humedales (1,17,19,22). Las situaciones de 

aislamiento geográfico y/o ecológico, la presencia de 

polinizadores poco frecuentes o poco especializados y 

la existencia de sistemas de autocompatibilidad en 

especies herbáceas y/o de vida corta, son algunos de 

los factores que favorecen la adquisición de este 

sistema reproductivo (14). 

 

Algunas características comunes en las plantas 

autógamas incluyen la presencia de flores 

hermafroditas, generalmente de dimensiones 

pequeñas y baja relación polen/óvulo (5). Esto se 

debe a que la inversión de recursos pre fertilización 

en estructuras de atracción a los polinizadores y 

estructuras sexuales masculinas es reducida en estas 

flores como resultado de la mayor eficiencia en la 

transferencia del polen. La longevidad floral también 

puede reducirse por esta razón así como la separación 

espacial y temporal de las funciones sexuales (13,15). 

El interés particular de este trabajo estuvo centrado en 

estudiar la biología floral de las especies de una 

comunidad inundable, diferente de la vegetación seca 

circundante, y determinar si los atributos de las flores 

favorecen la xenogamia o reflejan adaptaciones 

relacionadas con la reproducción autógama. 

 

Métodos 

      

Área de estudio. El estudio fue realizado en un 

humedal boscoso de aproximadamente 80,83 ha de 

superficie, formado por la desembocadura del Río 

Mene en terrenos arcillosos, de poca pendiente, en la 

costa oriental del Lago de Maracaibo, Venezuela (10º 

27’ Lat. N., 71º 27’ Long. O.). El clima del área es 

cálido y seco. La precipitación media anual es 570,46 

mm, la evapotranspiración media anual es 2430,72 

mm y la temperatura media mensual es 28,7ºC. El 

promedio mensual de la profundidad del agua es 12,3 

cm. La salinidad del agua varía entre 0,1-1,2 g/l, el 

pH entre 6,8-8,32 y la concentración de oxígeno 

disuelto entre 1,62-3 g/l. El sustrato sobre el que se 

desarrolla la vegetación presenta pH ácido (4,25-5,57) 

y bajo porcentaje de carbono orgánico (0,39-1,02 %).  

Copernicia tectorum constituye el elemento florístico 



más representativo del humedal (1). Esta especie es 

característica de las planicies costeras, 

estacionalmente anegadas, del Lago de Maracaibo. 

Generalmente forma manchas mono específicas de 

tamaño y densidad variable pero puede estar 

igualmente entremezclada con especies típicas de 

bosque muy seco tropical, de bosque ribereño y de 

herbazales inundables (8). 

Biología floral. La biología floral de 25 especies de 

plantas fue estudiada en condiciones naturales. Para 

cada especie se determinó el sistema sexual 

(hermafrodita, monoico, dioico), el tipo de unidad de 

polinización (UP) (flor, inflorescencia), las 

dimensiones de la UP (diámetro externo y largo), el 

atrayente principal de la UP (color principal y 

adicional de las flores, aromas, perfumes), la oferta de 

recompensas como néctar, polen o partes florales, el 

horario de antesis, la longevidad floral, la existencia 

de dicogamia y/o hercogamia en la flor.  

Relación polen/óvulo. La relación P/O fue estimada 

en 21 de las especies dividiendo el número promedio 

de granos de polen por flor entre el número promedio 

de óvulos. El número de granos de polen por flor fue 

determinado utilizando el método descrito por Lloyd 

(10). El número de óvulos por flor fue cuantificado en 

100 yemas florales y posteriormente promediado. La 

relación P/O refleja la probabilidad de que suficientes 

granos de polen se depositen en el estigma, por lo 

tanto, mientras más eficiente resulta la transferencia 

del polen, la relación P/O se hace menor (5). Así, 

valores P/O altos indican xenogamia y valores bajos 

autogamia (5), aunque una baja relación P/O también 

podría reflejar un comportamiento apomíctico. 

Autopolinización espontánea. La presencia de 

autopolinización espontánea fue puesta a prueba en 

16 de las especies estudiadas a través del aislamiento 

de 50 yemas florales con bolsas de material sintético 

hasta la maduración de los frutos. La producción de 

frutos en condiciones naturales también fue evaluada 

a partir del seguimiento de un número similar de 

flores en antesis. La comparación entre la proporción 

de frutos producidos de manera espontánea con los 

producidos por polinización natural permitió 

determinar la importancia de la autopolinización en la 

reproducción de las plantas. Esta comparación fue 

realizada a través de una prueba χ2 (chi-cuadrado) 

(α= 0,05). 

 

Resultados 

Biología floral. El sistema sexual más frecuente fue el 

hermafroditismo (Hermafroditas n= 21; 84,00%; 

Monoicas n= 2; 8,00%; Dioicas n= 2; 8,00%). Las 

flores fueron la unidad de polinización predominante 

(Flor n= 19; 76,00%; Inflorescencia n= 6; 24,00%). 

Las flores e inflorescencias que funcionaron como 

unidades de polinización midieron entre 0,23 – 10,98 

( = 2,34) cm de diámetro y 0,29 – 8,32 ( = 2,10) cm 

de largo. La mayoría de las unidades de polinización 

fueron conspicuas, con colores (n= 23; 92,00%) y/o 

aromas (n= 9; 33,33%) atractivos para la fauna 

antófila. Los colores principales de las flores fueron 

blanco (n= 13; 56,52%), amarillo (n= 5; 21,73%) y 

rojo-rosado (n= 5; 21,73%). Los aromas fueron 

mayormente dulces (n= 7; 70,00%). Las esencias 

perfumadas (n= 2; 20,00%) y con olor a fruta 

fermentada (n= 1; 10,00%) estuvieron presentes en 

menor proporción. 

El néctar fue la principal recompensa floral de las 

especies estudiadas (n= 18; 58,06%), seguida de 

polen (n= 12; 38,0%) y partes florales (n= 1; 3,22%). 

La antesis fue principalmente diurna (n= 22; 88,00%). 

Las especies con antesis nocturna fueron poco 

frecuentes (n= 3; 12,00%). La mayoría de las flores 

tuvieron una longevidad corta, con una duración de 

un día (n= 11; 64,70%) o una noche (n= 2; 11,76%) 

dependiendo del momento de la antesis; las flores 

más longevas fueron menos comunes (n= 4; 23,52%). 

La mayoría de las flores fueron adicogamas 

(adicogamia n= 17; 89,47%; dicogamia n= 2; 

10,52%) y no hercogamas (No hercogamas n= 19; 

82,60%; hercogamas n= 4; 17,39%).   

 

Relación polen/óvulo. La relación P/O de la mayoría 

de las especies fue alta lo que indica, de acuerdo con 

el criterio de Cruden (5), predominancia de sistemas 

xenogamos (n= 9; 42,85%) o xenogamos facultativos 

(n= 4; 19,04%). Las especies que presentaron índices 

P/O bajos, indicativos de autogamia facultativa (n= 5; 

23,80%) o autogamia obligada (n= 3; 14,28%), fueron 

poco frecuentes. 

Autopolinización espontánea. La producción de frutos 

de la mayoría de las especies de plantas fue 

dependiente de la actividad de los polinizadores (n= 

14; 87,50%). Sólo dos (12,50%) de las especies 

analizadas (Ludwigia leptocarpa y Nymphaea ampla) 

mostraron autopolinización espontánea. En estas 

especies la proporción de frutos producidos en las 

flores aisladas no difirió de la de las flores 

polinizadas naturalmente (p= 1). 

 

Discusión 

La mayoría de las especies de plantas del humedal 

estudiado presentaron características florales 

relacionadas con la xenogamia (5,6): dimensiones 

mayores a 0,5 cm de diámetro y/o largo, colores y/o 

aromas atractivos para la fauna antófila, elevada 

relación polen/óvulo, producción de néctar y otros 

productos como recompensas para los visitantes. 

Además, fueron totalmente dependientes de los 

polinizadores para la producción de frutos. 



Posiblemente la distribución relativamente 

homogénea que presentan estas unidades de 

vegetación a lo largo de las costas del Lago de 

Maracaibo (8), la elevada frecuencia de visitas que se 

registran en las flores y la dominancia de especies 

perennes en esta comunidad favorecen este sistema 

reproductivo (Barrios, datos no publicados). Aunque 

no debe descartarse, dada la dominancia de flores 

hermafroditas, homogamas y no hercogamas; la 

existencia de autopolinización facilitada (11) en las 

especies que mostraron dependencia de los 

polinizadores para la reproducción. La cantidad de 

polen propio depositada por los polinizadores sobre 

los estigmas puede ser muy alta sobre todo cuando 

estos son poco especializados (11). Por lo tanto, si no 

existieran barreras de autoincompatibilidad, esta 

podría ser junto con la geitonogamia una vía de 

reproducción autogama. 

Por otra parte, la proporción de especies que muestran 

autopolinización espontánea en esta comunidad 

podría estar subestimada debido a que en algunas de 

las especies herbáceas (Ammania auriculata, Lemna 

aequinoctialis, Pistia stratiotes), sufruticosas 

(Ludwigia erecta, Neptunia plena) y arbustivas 

(Sesbania exasperata), la mayoría con baja relación 

polen/óvulo, no fueron realizados experimentos de 

exclusión de yemas florales. Estas especies, al igual 

que Ludwigia leptocarpa y Nymphaea ampla, tienen 

alta capacidad de colonización (21), estrategia 

frecuentemente asociada con la reproducción 

autogama (5,9,20) y con el éxito reproductivo que 

presentan estas plantas en humedales y/o ambientes 

acuáticos (1,14,17,19,22). 

Otro de los aspectos de la biología floral 

frecuentemente asociado con el tipo de sistema 

reproductivo de las especies es la duración de la 

antesis. Algunos autores (13,15) han señalado que las 

especies autogamas y/o apomícticas tienden a 

producir flores de vida corta, con longevidades 

iguales o menores a un día. Sin embargo, otros 

autores han encontrado patrones similares de antesis 

en comunidades predominantemente xenogamas con 

alta eficiencia de polinizadores (7,12,16). 

Posiblemente la especificidad y predictibilidad de la 

polinización por abejas en esta comunidad (Barrios, 

datos no publicados), en concordancia con los autores 

anteriormente citados, ha seleccionado esta 

característica de las flores al igual que otros aspectos 

de la biología floral relacionados con la melitofilia 

(6). Por ejemplo: la antesis diurna, las formas florales 

poco profundas; y la disposición de las flores en 

unidades de polinización individualistas. Aunque 

estos caracteres, al igual que la dominancia del blanco 

como color principal de las flores, han sido asociados 

con la polinización por insectos pequeños en general 

(15,16). 

Los resultados registrados en este trabajo permiten 

concluir que las adaptaciones florales de la mayoría 

de las especies estudiadas favorecen la xenogamia. 

Las características de las flores, predominantemente 

entomófilas, reflejan la selección impuesta por los 

insectos antófilos. Asimismo, la producción de frutos 

en la mayoría de las especies requiere de la 

intervención de estos vectores. De aquí, la 

importancia de conservar las interacciones planta-

polinizador en esta comunidad. Estas garantizan la 

reproducción y mantienen la diversidad genética de 

las poblaciones de plantas allí establecidas.  
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La biología reproductiva de D. macrostachya macrostachya fue estudiada en el Parque Nacional Canaima, Sector Gran 

Sabana. Las pruebas experimentales indican autoincompatibilidad, alta relación polen/óvulo y una relación de biomasa 

floral masculina/femenina mayor de uno, típico de plantas con entrecruzamiento obligado. Observaciones puntuales 

sugieren que esta especie es polinizada por aves (Passeriformes) que se alimentan de los estaminodios y transportan 

polen en pico, cabeza y patas. La muy baja producción de frutos y semillas puede ser asociada con la forma de vida 

arbórea, polinización limitada, autoincompatibilidad y el alto costo de frutos leñosos.   
  

Introducción 

Dimorphandra macrostachya es un árbol de 30-40 

metros alto en bosques o de 3 a 8 metros de altura en 

áreas abiertas, dominante en bosques primarios no 

perturbados y bosques ligeramente perturbados por la 

quema en  la Gran Sabana (5). Además, D. 

macrostachya es una especie fijadora de nitrógeno que 

contribuye al mejoramiento de los suelos degradados (8). 

Desde el punto de vista utilitario, la madera de esta 

especie es empleada para construcciones en general (8).  

A pesar de la importancia ecológica y utilitaria de D. 

macrostachya muy poco es conocido acerca de su 

biología, específicamente sobre la forma de 

reproducción que garantiza la sobrevivencia y 

permanencia como elemento dominante en los 

bosques de la Gran Sabana. De acuerdo a la forma 

de vida arbórea, D. macrostachya podría tener un 

sistema reproductivo autoincompatible (15), y una 

eficiencia reproductiva baja (12). La producción de 

frutos también podría ser explicada por las hipótesis 

basadas en la aptitud masculina (16).  

Por otra parte, los atributos reproductivos deberían 

estar en concordancia con la cantidad de semillas 

dispersadas. En este sentido, una alta cantidad de 

semillas de D. macrostachya han sido recolectadas 

en trampas ubicadas en los bosques del gradiente 

bosque-sabana (7), la cual podría estar relacionada 

con la abundancia de esta especie en el bosque (5).     

La presente investigación propone determinar los 

parámetros asociados con los niveles de eficiencia 

reproductiva natural con base al sistema 

reproductivo, modo de polinización y síndrome de 

dispersión de semillas de D. macrostachya 

macrostachya.    

 

Materiales y Métodos 

Área de Estudio. El área de estudio está ubicada en el 

Parque Nacional Canaima, sector Gran Sabana, al 

sudeste del Estado Bolívar, cuenca Alta del río 

Caroní. Específicamente, el estudio fue realizado en 

un matorral ubicado en la parte posterior de la 

Estación Científica de Parupa en las cercanías del río 

Aponguao, confluencia con el río Parupa. Esta 

comunidad es considerada como una comunidad 

secundaria, denominada matorral o vegetación de 

transición (9). Este sitio no ha sido periódicamente 

perturbado, dada su cercanía a la Estación Científica 

de Parupa. Este matorral está conformado por 

especies arbustivas y herbáceas y, en menor 

proporción árboles de bajo porte (13). Los análisis 

experimentales y observaciones fueron realizados en 

seis individuos de relativo bajo porte que crecían en 

el borde del bosque asociado al matorral.  

Estrategia reproductiva.  

Las flores fueron caracterizadas de acuerdo a: 1- 

hercogamia, la separación de las anteras y estigmas 

durante la antesis y 2- dicogamia, la separación 

temporal en la maduración sexual, la cual fue 

establecida en condiciones de campo. 

El sistema reproductivo fue determinado de acuerdo a 

un programa pruebas de controladas (15): 1-  

Agamospermia. Yemas florales emasculadas fueron 

aisladas para establecer la posible producción de 

frutos y semillas sin fertilización. 2- Polinización 

automática. Las flores fueron aisladas en estado de 

yemas hasta la formación de frutos y semillas. 3- 

Autocompatibilidad. Yemas aisladas y 

autopolinizadas manualmente durante la antesis 

permitieron determinar la capacidad de producir 

frutos y semillas por autopolinización. 4- Polinización 

cruzada. Yemas emasculadas, polinizadas con polen 

procedente de plantas diferentes durante la antesis y 

posteriormente aisladas hasta la producción de frutos 

y semillas, permite cuantificar la eficiencia de la 

polinización cruzada. La efectividad de cada prueba 

de polinización fue determinada como: 1- la relación 
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fruto/flor (frutos producidos por prueba entre el 

número total de flores) y 2- la relación semilla/óvulo 

(número total de semillas producidas por prueba entre 

el número total de óvulos, estimado multiplicando el 

número de flores por el número promedio de 

óvulos/flor).    

La relación polen/óvulo fue estimada de acuerdo a la 

metodología descrita (10). El número de granos de 

polen por flor fue estimado usando cámaras de 

Neubauer con volúmenes conocidos de dilución. El 

número de granos de polen por antera fue estimado 

como el promedio de tres preparaciones y el número 

de granos de polen por flor fue establecido 

multiplicando el número de granos de polen por 

antera por el número promedio de anteras por flor, el 

cual se cuantificó en yemas florales. La relación 

polen/óvulo se estimó dividiendo el número de granos 

de polen por flor entre el número promedio de óvulos 

por flor.      

Eficiencia natural. La producción de frutos fue 

establecida dividiendo los valores promedios de 

frutos por infrutescencia y flores por inflorescencia. 

El número de óvulos por flor fue determinado en 

flores de diferentes individuos. El número de semillas 

totales por fruto y el número de semillas abortadas 

(reconocidas por su tamaño notablemente más 

pequeño, mal formadas o aplastadas) por fruto fue 

determinado en frutos maduros. La producción de 

semillas por óvulo se determinó como la relación 

entre el número promedio de semillas totales dividido 

entre el número promedio de óvulos por flor. La 

fecundidad relativa fue determinada como la fracción 

de semillas formadas por ovulo por inflorescencia 

(11). 

Asignación de biomasa a estructuras reproductivas. 

El peso seco del cáliz, corola, androceo, gineceo y de 

la flor fue determinado para diez flores en una estufa 

a 40°C hasta peso constante. Además se determinó la 

biomasa seca de los estaminodios.  

Biología floral y polinización. La biología floral fue 

caracterizada con relación a: 1- La unidad de 

polinización fue caracterizada de acuerdo a la 

organización de las flores en la inflorescencia, 

número de flores abiertas por inflorescencia y al 

comportamiento de los polinizadores durante la visita 

(14). 2- El tipo floral fue establecido (6). 3- El color 

de las flores en el campo. Además, se determinó el 

tipo de fragancia y recompensa (polen o néctar). 4- 

Los visitantes florales y su comportamiento fueron 

registrados mediante observaciones puntuales.  

Características de frutos y semillas y dispersión. El 

peso de frutos y semillas fue determinado en 20 

replicas. Con esta información se determinó la 

relación pericarpio/semilla. El síndrome de 

dispersión de semillas fue establecido de acuerdo a 

la morfología de las diásporas (17) y reportes 

previos a nivel de género o especie.       

 

Resultados 

Las flores de D. macrostachya macrostachya son 

adicogamas y las anteras están separadas del 

estigma, hercogamas (0,17cm), además, las anteras 

tienen una dehiscencia extrorsa lo que contribuye 

con evitar la contaminación del estigma con polen 

de la misma flor (ver figura 1A).   

 
Figura 1. Fotografía de la flor (A) y diagrama del 

estaminodio (B) 

 

Sistema reproductivo. La producción de frutos y 

semillas solo ocurrió para la polinización cruzada, lo 

cual evidencia que D. macrostachya macrostachya 

es una especie autoincompatible (Tabla 1).  

 

Relación polen/óvulo. Las flores de D. 

macrostachya macrostachya tienen cinco estambres 

fértiles. Las anteras contienen 9780,0 granos de 

polen y el total de de granos de polen por flor fue 

48900. La relación polen/óvulo de 5627,2 concuerda 

con especies xenogamas (4).  

Asignación de biomasa floral. La distribución de la 

biomasa de los verticilos florales muestra que la 

mayor biomasa es asignada al cáliz y androceo, y 

que la biomasa del perianto es mayor al de las 

esporofilas (Tabla 2). Por otra parte, la relación 

androceo/gineceo mayor que uno indica un sesgo a 

la función masculina.  

Tabla 1. Número y porcentaje de frutos y semillas producidas de las 

pruebas controladas de polinización   

Prueba  Flores       Frutos Semillas 

 N N %(1) N %(2) 

Agamospermia 100 0 0 0 0 
Polinización espontanea 1244 0 0 0 0 

Autopolinización manual 37 0 0 0 0 

Polinización cruzada 34 4 11,76 28 9,48 
(1)porcentaje relativo al número de flores; (2)porcentaje relativo al 

número óvulos (ver métodos) 
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Tabla 2. Biomasa seca de flores, frutos y semillas de D. 

macrostachya macrostachya   

Atributo N X(DS) % 

Biomasa androceo (mg) 10 2,43(0,15)    29,07 

Biomasa gineceo (mg) 10 1,20(0,09) 14,35 
Biomasa corola (mg) 10 1,87(0,15) 22,37 
Biomasa cáliz (mg) 10 2,84(0,44) 33,97 

Biomasa flor (mg) 10 8,36(0,69) - 

Relación androceo/gineceo - 2,03 - 
Relación esporofilas/perianto  -  - 

Biomasa fruto (gr) 20 19,42(4,86) - 

Biomasa semilla (gr) 20 0,27(0,04) - 
Biomasa semilla/fruto - 1,93 - 

Relación pericarpio/semilla - 9,06 - 

 

Eficiencia natural. La producción de frutos por flor 

fue muy baja, asociada a un alto número de flores 

por inflorescencia y muy bajo número de frutos por 

infrutescencia. En contraste, la relación 

semilla/óvulo fue alta (Tabla 3). Los valores de 

semillas abortadas por fruto son variables con una 

media menor a uno y un porcentaje relativamente 

bajo (Tabla 3). La eficiencia en la producción de 

frutos y semillas por polinización cruzada entre la 

eficiencia en la producción de frutos y semillas 

naturalmente resultó muy alta en ambos casos (98,0 

y 105,3 respectivamente). La fecundidad relativa, la 

producción de semillas por óvulos por inflorescencia  

expresada en porcentaje también constituyó un valor 

muy bajo (0,09%). 

Características de frutos y semillas y dispersión. 

Los frutos de D. macrostachya macrostachya son 

legumbres leñosas explosivas por la desecación. Las 

legumbres son pesadas y contienen de 3 a 10 

semillas ovoides-oblongas de (1,07 x 0,7cm). La 

biomasa de semillas por frutos es muy baja en 

comparación con la biomasa del fruto, lo cual 

produce una relación pericarpio/semilla 

comparativamente alta. De acuerdo a las 

características del fruto y semillas, el síndrome de 

dispersión es por balística (17). Además, semillas de 

otra especie de Dimorphandra son dispersadas por 

grandes mamíferos (1), lo cual también podría 

ocurrir en D. macrostachya macrostachya. 

 

 

Biología floral y polinización. Las inflorescencias de 

D. macrostachya macrostachya son corimbos de 

espigas dispuestas horizontalmente en forma de 

perchas, cada una de 20 a 40cm largo. Las flores  

son coriáceas y sésiles de color anaranjado llamativo 

dispuestas apretadamente sobre un eje grueso 

formando un cilindro con numerosas flores abiertas 

simultáneamente (29% del total) con los estambres 

exertos que sobresalen formando una  unidad de 

polinización tipo cepillo (6). Las flores son pequeñas 

(Fig. 1A) con un cáliz formando un tubo de 1.8mm 

largo y un diámetro de 2.5mm con  el estigma a la 

misma altura del cáliz. El androceo tiene cinco 

estambres fértiles y cinco estaminodios de  forma 

ligeramente cónica (Fig. 1B), de consistencia blanda 

y suculentos con abundante liquido ligeramente 

dulce.    

Visitantes florales. Observaciones puntuales de los 

visitantes florales, mostraron que las inflorescencia 

de D. macrostachya macrostachya son visitadas por 

himenópteros abejas (Apis mellifera) y avispas que 

transportan polen. Las inflorescencias también 

fueron visitadas por aves. Sin embargo, solo 

pudimos observar con detalle a Coereba flaveola 

(Passeriforme),  la cual se posa sobre las 

inflorescencias y consume los estaminodios, 

impregnándose en pico, cabeza y patas de polen.  

 

Discusión 

Las características del sistema de apareamiento 

indican que D. macrostachya macrostachya está 

adaptada a la polinización cruzada. La 

autopolinización es evitada por la hercogamia y por 

la dehiscencia extrosa de las anteras. La 

autopolinización es impedida por la 

autoincompatibilidad genética que solo permite la 

reproducción por exocruces. Dos parámetros 

adicionales refuerzan la condición xenogama: 1- la 

alta relación polen/óvulo corresponde con especies 

xenógamas (4) y 2- la mayor inversión de biomasa 

en el androceo comparada a la biomasa del  gineceo 

sugiere autoincompatibilidad. Es esperado que la 

asignación de biomasa floral masculina tienda a 

disminuir con el incremento en los niveles de 

autocompatibilidad (3).  

Polinización. De acuerdo a las características 

morfológicas de las flores e inflorescencias, así 

como el comportamiento observado de los visitantes 

florales, la polinización en D. macrostachya 

macrostachya es realizado por aves Passeriformes. 

El comportamiento observado en Coereba flaveola 

permite postular el siguiente mecanismo de 

polinización: las aves se desplazan sobre las 

inflorescencias llamativas de color anaranjado, 

consumen los estaminodios y transportan polen 

sobre el pico, cabeza y patas. La textura coriácea de 

las flores y los estigmas inclusos en el cáliz, evita 

que las aves dañen los estigmas y permite que el 

polen transportado en las patas esté disponible para 

la polinización. 

Tabla 3. Eficiencia reproductiva natural de D. macrostachya macrostachya 

(Porcentajes calculados con base a los valores promedios) 

Carácter N Rango X(DS) 

N° flores/inflorescencia 110 313-4812 1907,4(914,5) 

N° frutos/infrutescencia 102 0-10 2,31(1,76) 

Frutos/flor (%) - - 0,12 

N° semillas/fruto 71 3-10 7,16(1,51) 

N° semillas abortadas/fruto 71 0-7 0,96(1,39) 

N° óvulos/flor 100 8-9 8,69(0,47) 

Semillas/óvulo (%) - - 82,39 

Semillas abortadas (%) - - 13,41 
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Eficiencia reproductiva. La baja producción de 

frutos, semillas y la fecundidad en D. macrostachya 

macrostachya puede ser asociada a: 1- la 

autoincompatibilidad, donde la autopolinización 

puede reducir el número de cruces exitosos (16), 2- 

deficiencia de polinización, demostrado por 

comparativa baja producción de frutos relativo a la 

producción de frutos por exocruces controlados, 3- 

el alto costos de los frutos parece limitar la cantidad 

que pueden desarrollarse por infrutescencia (16). La 

alta relación pericarpio/semilla, revela mayor 

inversión en el pericarpio de los frutos, lo cual 

contrasta con la propuesta de que el uso más 

económico de los recursos maternos ocurre 

empaquetando tantas semillas como sea posible, 

reduciendo el costo de la pared del fruto (2). 

Probablemente, la alta inversión en un pericarpio 

leñoso y resistente esté relacionada con la protección 

de las semillas, lo cual podría estar ocurriendo a 

expensa de la reducción en la eficiencia 

reproductiva. La forma de vida arbórea, la función 

masculina de las flores hermafroditas y  la alta 

producción de flores para la atracción de 

polinizadores son parámetros que pueden también 

estar limitando la producción de frutos (16), semillas 

y la fecundidad relativa.   

Dispersión de semillas.  

El flujo de semillas de D. macrostachya pareciera 

estar restringidos a los bosques y severamente 

limitado hacia áreas de la sabana (7). Los 

mecanismos de dispersión por balística y por 

mamíferos (1) sugieren dispersión a largas 

distancias, a menos que solo este operando la 

dispersión balística. La dispersión por grandes 

mamíferos podría estar limitada por la reducción de 

la fauna por cacería, lo cual es común en el área de 

estudio.  
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El transporte de semillas por hormigas fue determinado experimentalmente en ensayos de campo para 13 especies de 

plantas en los Altos Llanos Centrales Venezolanos. Inicialmente las semillas; fueron caracterizadas morfológicamente y 

la presencia de estructuras con contenido graso en la cubierta seminal (reactivas al Suddan III) fueron establecidas previo 

al estudio de campo. Los resultados del estudio de campo demostraron que las diásporas de las especies de plantas con 

estructuras grasas en la cubierta seminal fueron transportadas a los hormigueros por tres especies de hormigas. Además, 

frutos y plántulas de Erythroxylum orinocense y Hyptis suaveolens fueron encontradas en las cercanías de los 

hormigueros de (Ectatomma ruidum  y  Atta sexdens). Las semillas presentaron diferentes tipos de estructuras grasas en 

la cubierta seminal (funículos, carúnculas, arilos, y cubierta seminal grasa. Por otra parte, las especies de plantas 

mirmecócoras  son  principalmente herbáceas, y son más abundantes en áreas perturbadas y sabana, lo cual permite 

suponer que la dispersión por hormigas está asociada con la abundancia de especies herbáceas en hábitats perturbados en 

los Altos Llanos Centrales Venezolanos.    

  

Introducción 

La mirmecocoria es un mecanismo de dispersión de 

semillas ampliamente distribuido en comunidades 

templadas y tropicales. La frecuencia de la 

mirmecocoria puede ser comparativamente alta en 

zonas tropicales (2,6) y templadas (1). Sin embargo, 

la abundancia de especies de plantas dispersadas por 

hormigas en áreas neotropicales es menor (5,6,8,9, 

12) al reportado para comunidades subtropicales (1) 

y tropicales de Australia (1). Uno de los factores que 

influencia la presencia de mirmecocioria a nivel 

comunitario es la forma de vida de las plantas y la 

condición sucesional de las comunidades. La 

dispersión por hormigas es muy frecuente en 

especies herbáceas (6,9,12) y comunidades 

secundarias o perturbadas (6). De acuerdo a lo 

anterior, la mirmecocoria en los Altos Llanos 

Centrales Venezolanos debe ser más abundantes en 

ambientes al alterados donde son muy frecuentes 

formas de vida herbáceas son comunes (10). 

Uno de los aspectos más importantes en la 

dispersión de semillas por hormigas es la adaptación 

de las diásporas, específicamente por la presencia de 

estructuras con contenido graso (elaiosomas) o 

cualquier otra estructura asociada a las diásporas con 

grasa o contenido graso (13). Especies de plantas 

con estructuras grasas en sus diásporas son 

diagnosticadas como mirmecócoras, sin embargo, la 

confirmación de mirmecocoria es obtenida por 

observaciones de campo o ensayos experimentales 

donde se determine el transporte de las semillas por 

hormigas. De acuerdo a lo anterior, el presente 

estudio plantea confirmar que especies con diásporas 

con variada morfología en las  estructuras grasas son 

dispersadas por hormigas en los Altos Llanos 

Centrales Venezolanos. En esta localidad, se ha 

reportado un número importante de especies con 

síndrome mirmecócoro (11,4%;  N. Ramírez, datos 

no publicados) con base a la presencia de grasa en 

diferentes estructuras presentes en la cubierta 

seminal de las semillas o en la superficie externa de 

los frutos. Además, en observaciones de campo fue 

establecido que las semillas de Copaifera pubiflora, 

especie con semillas ariladas y dispersada 

principalmente por aves y mamíferos, es también 

dispersada por hormigas en los Altos Llanos 

Centrales Venezolanos (11).  

La diversidad de hábitats (bosque, ecotono, sabana y 

área perturbada), formas de vida de las plantas y la 

relación entre hábitat y forma de vida (especies 

herbáceas más abundantes en áreas perturbadas y 

sabana) en los Altos Llanos Centrales Venezolanos 

(10) permite evaluar la mirmecocoria en entre 

formas de vida y hábitats. La abundancia de  

mirmecocoria reportadas en especies herbáceas de 

diferentes hábitats de bosques subtropicales (1) y en 

comunidades tropicales (8,12), así como la ausencia 

en especies mirmecócoras  en el  dosel y muy escasa 

en el sub-dosel de bosques tropicales (7) permite 

postular que la mirmecocoria podría ser más 

abundante en ambientes dominados por hierbas en  

los Altos Llanos Centrales de Venezuela.    

 

Materiales y Métodos 

Área de Estudio. Este trabajo fue realizado en la 

Estación Biológica de los Llanos de la Sociedad 

Venezolana de Ciencias Naturales, situada 

aproximadamente a 12 km. al sudeste de la ciudad de 
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Calabozo (8°56’N, 67°25’O), estado  Guárico, 

Venezuela, a una altitud de 75 m y un clima  con una 

precipitación anual que varía desde 779 a 1839 mm, y 

el promedio anual de temperatura es 27,6°C.  El área 

de estudio había sido protegida del fuego y el 

pastoreo durante varias décadas antes de la 

realización del presente estudio. La estructura de la 

vegetación está representada por al menos cuatro 

tipos de vegetación (10): bosque (dominado por 

arboles), ecotono (área de transición entre el bosque y 

la sabana, sabana (área caracterizada por la presencia 

de especies de Poaceae) y áreas alteradas, producto de 

la actividad antrópica. 

Adaptación a la dispersión por hormigas. Una 

muestra representativa de especies fue caracterizada 

con síndrome mirmecócoro  por la presencia de 

excrecencias seminales o restos de tejido placentario 

graso presente en las semillas maduras, determinado 

por la prueba histoquímica del Sudán III, lo cual es un 

indicativo de la presencia de grasas. Las estructuras 

con contenido graso presentes en diásporas de las 

especies seleccionadas fueron clasificadas en: 1- 

pericarpio carnoso, 2- funículo, restos funiculares 

persistentes en las semillas, 3- carúncula, excrecencia 

solida, 4- arilo, excrecencia de consistencia esponjosa 

y suave y 5- cubierta seminal, caracterizada por 

células epidérmicas o restos del endocarpio persiste 

en la superficie de la semilla.  

Prueba de transporte de semillas. Las pruebas 

experimentales fueron realizadas durante dos 

periodos contrastantes del año: seco y lluvioso. En 

cada periodo cuatro  hojas de papel de superficie 

corrugada fueron colocadas en el suelo y niveladas 

con tierra, para evitar impedimento entre el papel y el 

suelo. Estas hojas de papel fueron colocadas una en 

cada hábitat (Bosque, ecotono, sabana y área 

perturbada). En cada hoja de papel fueron colocadas 

diez semillas de cada una de las especies que habían 

sido caracterizadas en cuanto a la presencia de 

excrecencias o superficies reactivas al Saddán III. Las 

hojas fueron revisadas periódicamente por un 

intervalo de tres días y si las semillas habían sido 

removidas, estas eran reemplazadas. Las todas las 

hormigas que transportaban semillas a sus 

hormigueros fueron capturadas y preservadas en 

alcohol 70%. Posteriormente, las hormigas capturadas 

fueron enviadas a especialistas para su identificación. 

Adicionalmente, se realizaron censos de hormigueros 

en cada uno de los cuatro hábitats y se determinó la 

presencia de las semillas utilizadas en la prueba de 

remoción, así como de semillas y plántulas de otras 

especies.   

 

Resultados 

Las diásporas de un total de 15 especies de plantas 

pertenecientes a 8 familias de plantas fueron 

transportadas por hormigas en los Altos Llanos 

Centrales de Venezuela (Tabla 1). Las diásporas 

fueron removidas por un total de cinco especies de 

hormigas pertenecientes a la familia Formicidae. Las 

diásporas de trece especies fueron efectivamente 

transportadas por hormigas en los ensayos 

experimentales, mientras que las diásporas y plántulas 

de  Erythroxylum orinocense y Hyptis suaveolens 

fueron encontradas en las adyacencias de los 

hormigueros de Ectatomma ruidum  y  Atta sexdens 

(Tabla 1).  

Unidad de dispersión y adaptación a la dispersión 

por hormigas. La unidad de dispersión  de las 

especies mirmecócoras  fue la semillas para 14 

especies y solo una especie presente el fruto como 

unidad de dispersión (Tabla 1). Los tipos de 

estructuras presentes en las diásporas de las especies 

dispersadas por hormigas fueron principalmente 

funículos o restos funiculares (N=7; 46,7%), seguido 

por carúnculas (N=4; 26,7%) y arilos (N=2; 13,3%); 

los menores valores fueron cubierta seminal con grasa 

(N=1; 6,7%) y pericarpio (N=1; 6,7%).  En el caso de 

Erythroxylum  orinocense, los frutos transportados a 

las cercanías de los hormigueros fueron despojados 

de su pulpa. Las semillas con funículos y carúnculas 

eran despojadas de estos apéndices, y el caso de 

especies con arilos pequeños y con epidermis seminal 

con grasa, estas no fueron totalmente despojadas de 

las estructuras grasas.   

 Formas de vida y hábitat de especies mirmecócoras. 

Las formas de vida más frecuentes fueron hierbas 

anuales (N= 7; 46,7%) y hierbas perennes (N= 7; 

46,7%) y los menos frecuentes fueron los arbustos 

(N=1; 6,6%) para el total de 15 especies de plantas 

mirmecócoras  estudiadas. La dispersión por 

hormigas fue encontrada más frecuentemente en el 

área perturbada (N= 9; 42,8%) y Ecotono (N= 7; 

33,3), seguida por las plantas que crecen en la sabana 

(N=4; 19,1%). La frecuencia de especies 

mirmecócoras  en el bosque fue la más baja de la 

muestra examinada (N= 1; 4,8%). La relación entre 

formas de vida y hábitat para las especies dispersadas 

por hormigas estudiadas mostro que la mayoría de las 

hierbas anuales (6 de 7 especies) crecían en el área 

perturbada, mientras que las hierbas perennes 

ocurrieron en la sabana (4 de 7 especies), área 

perturbada y ecotono (ver tabla 1).  

 

Discusión  

Las diásporas de 15 especies con diferentes tipos de 

estructuras grasas asociadas a las semillas o frutos son 

efectivamente dispersadas por hormigas en la 

vegetación de los Altos Llanos Centrales de 
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Venezuela. Sin embargo, solo trece de las quince 

especies están claramente adaptadas a la dispersión 

por hormigas. Las otras dos especies están adaptadas 

a otros agentes de dispersión: Hyptis suaveolens es 

dispersada por epizoocoria (13) y en el caso de 

Erythroxylum orinocense los frutos rojos concuerdan 

con el síndrome ornitocorico (13). Las hormigas 

pueden actuar como dispersores secundarios de 

especies de plantas no mirmecócoras  como 

Anacardiaceae, y Cactaceae (8), y en Copaifera 

pubiflora, la cual fue observada  en la misma área de 

estudio (11). En estos casos, las hormigas son 

atraídas a las diásporas caídas en el suelo y retiran la 

pulpa de los frutos o arilos de las semillas durante el 

transporte al nido sin causar daño a las semillas 

(8,11). Este mecanismo secundario de dispersión,  

considerado de corta distancia, evita la depredación 

de semillas post-dispersión (11).  

La dispersión por hormigas de Erythroxylum 

orinocense (este trabajo) y Copaifera pubiflora (11) 

es realizada por especies del género Atta 

(Formicidae) en los Altos Llanos Centrales de 

Venezuela. El género Atta pertenece al grupo de 

hormigas podadoras, especializadas en colectar 

hojas y flores para el cultivo de hongos (4). El 

transporte efectivo de diásporas y desarrollo de 

plántulas en las cercanías de  los nidos de las 

hormigas sugiere un mecanismo de dispersión 

efectivo. Sin embargo, son necesarios estudios 

adicionales para determinar: 1- las características de 

atracción de estas hormigas,  2- si las plántulas que 

crecen en las cercanías de los hormigueros son 

consumidas por las hormigas y 3- la utilidad de la 

pulpa de frutos y arilos para especies del género 

Atta.  

La incidencia de la dispersión por hormigas. Un 

bajo número de especies con síndrome mirmecócoro 

ha sido reportado en comunidades tropicales 

(6,9,12). Contrariamente, un gran número de 

especies de plantas  son dispersadas por hormigas en 

Tabla 1. Lista de especies de plantas, características ecológicas, morfología de las estructuras grasas y especies de 

hormigas dispersoras de semillas en los Altos Llanos Centrales Venezolanos.    

Familia 

    Especie 

Forma  

de 

vida
1
 

Unidad de 

dispersión 

Tipo de 

atrayente 

reactivo al 

Suddan III 

Habitat
2
 Hormiga dispersante 

Erythroxilaceae 

     Erythroxylum orinocense* 

 

AR 

 

Fruto 

 

Pericarpio 

(pulpa) 

 

B;E 

 

Ectatomma ruidum; Atta 

sexdens 

Euphorbiaceae 

    Croton lobatus 

    Croton trinitatis  

 

HA 

HA 

 

Semilla 

Semilla 

 

Carúncula 

Carúncula 

 

P 

P 

 

Conomyrma sp. 

Conomyrma sp. 

Fabaceae (Faboideae) 

    Eriosema rufum 

    Eriosema simplicifolium 

 

HP 

HP 

 

Semilla 

Semilla 

 

Arilo 

Arilo 

 

S 

P 

 

Conomyrma sp 

Camponotus sp.; 

Conomyrma sp.  

Fabaceae (Caesalpinioideae) 

    Chamaecrista cultrifolia 

    Chamaecrista diphylla 

    Chamaecrista flexuosa  

    Chamaecrista nictitans         

    Chamaecrista serpen 

 

HP 

HA 

HP 

HA 

HP 

 

Semilla 

Semilla 

Semilla 

Semilla 

Semilla 

 

Funículo 

Funículo 

Funículo 

Funículo 

Funículo 

 

E;S 

E 

S 

E;P 

P 

 

Conomyrma sp. 

Conomyrma sp. 

Conomyrma sp. 

Conomyrma sp. 

Conomyrma sp. 

Lamiaceae 

    Hyptis suaveolens* 

    

 Marsypianthes chamaedrys 

 

HA 

 

HA 

 

Semilla 

 

Semilla 

 

Funículo 

 

Funículo 

 

E;S;P 

 

P 

 

Ectatomma ruidum; Atta 

sexdens  

Conomyrma sp. 

Malvaceae 

       Melochia parvifolia 

 

HP 

 

Semilla 

 

Cubierta 

seminal 

 

E;P 

 

Conomyrma sp.; Pheidole sp. 

Passifloraceae 

       Turnera ulmifolia var.  

       intermedia 

 

HA 

 

Semilla 

 

Carúncula 

 

P 

 

Camponotus lindigi ; 

Conomyrma sp.; Pheidole sp. 

Violaceae 

      Hybanthus calceolaria 

 

HP 

 

Semilla 

 

Carúncula 

 

E;S 

 

Conomyrma sp.; Pheidole sp. 

1 = AR = arbusto, HA = Hierba anual, HP = Hierba perenne; 2 = De acuerdo a Ramírez (10): B = bosque, E = Ecotono, 

S = sabana, P = área perturbada. * Semillas y frutos despojados de funículos y pericarpio encontrados en las adyacencias 

de los hormigueros juntos con plántulas de las mismas especies.   
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la Caatinga Brasileira  (8), aunque muchas de las 

especies reportadas en esta comunidad no presentan 

las estructuras grasas típicas de la mirmecocoria. El 

número de especies mirmecocoras  en la vegetación 

de los Altos Llanos Centrales Venezolanos es 

superior a los reportes de comunidades tropicales 

(6,9,12), a pesar que es solo una fracción de las 

especies con elaiosoma en el área de estudio (datos 

no publicados). La diversidad de especies 

mirmecócoras puede ser asociada a la diversidad de 

adaptaciones de atracción para las hormigas 

dispersoras (carúnculas, funículos, arilos y cubierta 

seminal con contenido graso) presentes en diferentes 

familias de plantas, lo cual sugiere diferentes niveles 

de adaptación morfológicas en concordancia con los 

grupos taxonómicos de plantas.  

La forma de vida de las plantas y el estado 

sucesional de la comunidad parecen estar 

relacionados con la abundancia de la mirmecocoria 

en comunidades tropicales. La dispersión por 

hormigas es común en especies herbáceas de 

comunidades subtropicales (1) y tropicales (6,9,12). 

La relación de hábito herbáceo y la mirmecocoria en 

la vegetación de los Altos Llanos Centrales 

Venezolanos podría estar relacionada con la 

distancia de dispersión, la cual puede ser mayor de 

11 metros (8). Esta distancia puede ser adecuada si 

consideramos que muchas de las especies herbáceas 

mirmecócoras son menores de medio metro de 

altura. La relación distancia de dispersión relativa a 

la altura de la planta puede representar una medida 

relativa de la efectividad de dispersión: especies de 

plantas de menor tamaño podrían tener una distancia 

de dispersión efectiva menor que  plantas de mayor 

tamaño. De acuerdo a lo anterior, la abundancia de 

mecanismos de dispersión por hormigas en especies 

herbáceas podría estar también relacionada con el 

valor relativo de la distancia de dispersión.   

La abundancia de hierbas mirmecocoras en áreas 

perturbadas sugiere que la dispersión por hormigas 

puede ser exitosa bajo condiciones de perturbación 

ambiental. La perturbación ambiental produce la 

desaparición de muchos de los mecanismos de 

dispersión bióticos de la comunidad. En ambientes 

perturbados proliferan los hormigueros (3) por la 

alteración del ambiente físico y biológico, lo cual 

podría promover la presencia de plantas con 

síndrome de dispersión mirmecócoros.       
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Se estudió la respuesta fisiológica del cacao al déficit hídrico (DH), el anegamiento (AN) y el estrés lumínico, con la 

finalidad de identificar clones con un buen desempeño fisiológico y productivo. Se evaluó la fotosíntesis (A), 

conductancia estomática (gs), eficiencia de uso de agua (EUA), eficiencia cuántica (PSII) y máxima (Fv/Fm) de 

diferentes clones en Venezuela y Ecuador. Se  estudió el efecto del tipo de secado sobre características organolépticas de 

las almendras. El cacao fue sensible al DH y al AN; siendo Fv/Fm y EUA posibles indicadores de la tolerancia que 

poseen los clones de cacao a diferentes estreses. El cacao venezolano mostró bajas A a luz saturante y una alta PSII, 

característicos de un cultivo de sombra; mientras que en el cacao ecuatoriano, A fue mayor y se saturó a mayores 

intensidades lumínicas. Los clones de cacao mostraron aclimatación morfoanatómica y regulación descendente del 

aparato fotoquímico a altas intensidades lumínicas. Los clones ecuatorianos evaluados a plena exposición, en ambientes 

con baja demanda evaporativa tienen mayores A a las reportadas previamente en cacao a nivel mundial, lo cual se 

confirmó con un incremento del 38% en  A medidos a 1000 µmol fotones m-2 s-1,  lo que podría explicar parcialmente 

una mayor producción.  

 

Introducción 

El cacao (Theobroma cacao L.) es considerado uno 

de los cultivos perennes más importantes a nivel 

mundial, con una producción estimada de 4,23 

millones de toneladas en 2014/2015 (5). El Ecuador 

es el sexto productor de cacao a nivel mundial y el 

primero en Suramérica, siendo el primero en la 

producción de cacao fino de aroma, con una 

producción de 250.000 toneladas y un área de 

siembra de 500.000 ha (5); según la FAO el Ecuador 

aporta el 5% del cacao que se consume a mundial. 

Venezuela tan solo produce 19.400 toneladas, es 

decir, el 0,08% del cacao a nivel mundial (4). No 

obstante, debido a las características sensoriales 

(fino sabor y aroma) de los cacaos venezolanos  y 

nacionales ecuatorianos, se exportan en mayor 

proporción en relación a otros tipos de cacaos de 

menor calidad.  

Tanto Venezuela como Ecuador tienen una gran 

cantidad de cultivares (Criollos, Trinitarios y 

Forasteros); muchos de los Trinitarios resultan de la 

hibridación de Criollos y Forasteros. Muchas 

variedades Trinitarias, venezolanas y Amazónicas, 

fueron introducidas al Ecuador  en la década de los 

40, lo que condujo a que las plantaciones que 

mantenían la característica de sabor fino de aroma 

denominado  “sabor arriba” propio del Ecuador se 

hayan mezclado con híbridos.  

El cacao es una especie leñosa tropical  nativa de 

los bosques lluviosos de la cuenca amazónica. En el 

occidente de Venezuela se encuentran cacaos 

Criollos puros (con un alto porcentaje de 

homocigocis); en el Ecuador, por el contario, se 

puede decir que prácticamente no existe una 

variedad nacional genéticamente pura del cacao, 

pues lo que se encuentra es una mezcla de híbridos 

naturales que se agrupan en el complejo “Nacional x 

Trinitario” (6).  

La variedad Nacional ecuatoriana es diferente por 

ser nativa y proviene de los declives orientales de la 

Cordillera de los Andes en la hoya amazónica y se 

conservó como exclusivo hasta 1890, cuando se 

inició la introducción de material de origen 

Trinitario desde Venezuela. 

El cacao es sensible tanto al déficit hídrico (DH) 

como al anegamiento (AN), especialmente durante 

la etapa juvenil (2,3). En cuatro clones venezolanos 

en invernadero, después de 35 días de tratamiento se 

presentaron descensos en el potencial hídrico () 

con el DH (66%) y el AN (23%). La A disminuyó en 

promedio 46 y 60% debido al DH y al AN, 

respectivamente,  siendo el clon 447 el más 

susceptible al DH y el 415 el más susceptible al AN.  

El análisis de componentes principales de las 

variables en plantas sometidas a DH en el campo y 

el vivero indicó que la mayor proporción de la 
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varianza quedó retenida en los dos primeros 

componentes. Las variables , gs, A y eficiencia 

cuántica del PSII (ФPSII) se relacionaron 

positivamente con el primer componente y el 

coeficiente de extinción no fotoquímica (qN) con el 

segundo (Fig. 1). 

 
 
Fig. 1. Análisis de componentes principales en 4 clones 

de cacaos sometidos a DH en el campo y el vivero. 

Símbolos vacíos y elipses continuas, plantas en época de 

lluvias o riego en el vivero; símbolos llenos y elipses 

quebradas, plantas en época de sequía o DH en el vivero. 

Se indica el número del clon. CLL, campo en lluvias; VC, 

vivero control; CS, campo en sequía; VS, vivero en DH. 

 

El clon 439, con mayor densidad de lenticelas, 

fue el que más se recuperó del AN. La aparición de 

raíces adventicias caulinares y la hipertrofia de 

lenticelas fueron parte de los mecanismos de 

aclimatación al AN. Las respuestas observadas 

permiten sugerir que todos los clones son aptos para 

el cultivo en zonas propensas a sequía, y el clon 439 

el más apto para terrenos anegadizos (2,3). 

 

En clones tanto venezolanos como ecuatorianos, 

los cambios en gs explicaron el 68 % de variaciones 

observadas en A, y las mayores A en los cacaos 

ecuatorianos fueron debidas a mayores gs en 

comparación con los cacaos venezolanos (Fig. 2). Los 

valores de gs en los clones de cacaos nacionales 

ecuatorianos a densidad de flujo fotónico (DFF) de 

1000 y 400 µmol m
-2 

s
-1

 fueron mayores de 250 mmol 

m
-2

 s
-1

. Esto implica una menor resistencia a la 

difusión de CO2 hacia el interior de la hoja y por tanto 

hay una mayor disponibilidad de CO2 para la 

carboxilación, en comparación a los bajos gs, <150 

mmol m
-2

 s
-1

 reportados para otros cultivares de cacao 

(1,8), que conlleva limitaciones en el intercambio de 

gases. 
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Fig. 2. Relación entre la tasa de fotosíntesis (A) y la 

conductancia estomática (gs) en clones de cacao de 

Ecuador, evaluados en Colon Eloy (), San Agustín (▲) 

(Norte de Esmeraldas) y en EET Pichilingue (■) y cacaos 

venezolanos (diferentes símbolos abiertos). A=11,95-

11,19 e (-0,0033 * gs); r
2
= 0,68; p<0,05. 

 

  

El cacao se considera una especie tolerante a la 

sombra, cuyas A se saturan a baja DFF (400-600 

µmol m
-2

 s
-1

) (1,8). Las A y gs reportadas de los 

diferentes cultivares de cacao son bajas y varían 

entre 3 a 7 µmol m
-2

 s
-1

 y 50 a 120 mmol m
-2

 s
-1

, 

respectivamente (1,8) las respuestas a altas 

intensidades de radiación y sus efectos sobre el 

crecimiento varía entre cultivares (8,9).  

 

En cacao es probable que cuando las plantas 

están expuestas a altas DFF, la cantidad de energía 

lumínica interceptada sobrepase la capacidad de la 

maquinaria fotosintética de procesar dicha energía, 

dando lugar a fotoinhibición, proceso caracterizado 

por ocasionar una disminución en la eficiencia 

cuántica máxima del PSII (Fv/Fm) y de A. 

 

La información sobre estudios ecofisiológicos  y 

parámetros fotosintéticos en cacao (criollo o 

forastero) arboles adultos es escasa (8,9) y para 

nuestro conocimiento no existen trabajos en los 

cuales se comparen las respuestas ecofisiológicas a 

DFF de los diferentes genotipos de cacao 

ecuatoriano (9). 
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Fig. 3. Tasa fotosintética en árboles de 7 años de 10 

clones de cacao ecuatorianos medidos a dos diferentes 

DFF: 400 µmol m
-2

 s
-1

 (barras negras) y 1000  µmol m
-2

 

s
-1

 (barras blancas), en lluvia en la EET- Pichilingue, 

Ecuador.  

 

A bajos DFF, las A fueron en promedio ~ 5,4 

µmol m
-2

 s
-1

 (Fig. 3), mientras que a altas DFF las A 

promedio fue de 8,5 µmol m
-2

 s
-1

 (Fig. 3); todos los 

clones mostraron mayores A a altas DFF. Los clones 

T14 y T17 tuvieron menores tasas con respecto a la 

alcanzada por el T24 (10,5 µmol m
-2

 s
-1

). La A en 

clones ecuatorianos incrementó en un 38% a altas 

DFF. 

El hecho de que en el Ecuador el cacao se cultiva 

a plena exposición solar sugiere que este cultivo 

tiene la capacidad de crecer a altas DFF. La 

evaluación de caracteres morfoanatómicos (área 

foliar específica, AFE) y fisiológicos (actividad 

fotoquímica del PSII), al igual que las respuestas del 

intercambio gaseoso foliar del cacao élite 

ecuatoriano a diferentes DFF podría ser una 

importante estrategia para mejorar la producción de 

este tipo de cacao basándose en un manejo agrícola 

adecuado que trajera mayores beneficios a los 

productores del país. 

En una evaluación de 17 clones nacionales 

ecuatorianos, provenientes de una selección de 

híbridos en la EET-Pichilingue y 3 clones Criollos 

que se encuentran cultivados en dos ensayos 

diferentes, ubicados en la finca de la Asociación de 

productores de cacao de Colón Eloy (CE) y en San 

Agustín (SA) en el norte de Esmeraldas, se concluyó 

que en los clones cultivados a plena exposición solar 

(SA) se redujeron significativamente el AFE (Fig. 4) 

y la Fv/Fm (Fig. 5), mostrando aclimatación 

morfoanatómica y regulación descendente del 

aparato fotoquímico; esto podría permitir ajustarse a 

las diferentes condiciones lumínicas de Esmeraldas 

(9).  

Se evaluó el efecto de diferentes tipos de secado 

(en carreteras de asfalto, carreteras de concreto, 

secadoras a gas, diésel, tendales de cemento y 

marquesinas) sobre la calidad organoléptica de las 

almendras mediante análisis sensoriales (Tabla 1) y 

determinación de la concentración de metales 

pesados (Cd, Pb) en las almendras de cacao en el eje 

vial La Concordia-Esmeraldas, Ecuador (7,9,10).  
 

 
Fig. 4. Área foliar específica (AFE) en diferentes clones 

de cacao de plantas sombreadas (barras grises, CE) y 

expuesta (barras blancas, SA). Los valores son la media ± 

ES (n=6). 

 
Fig. 5. Eficiencia cuántica máxima del PSII (Fv/Fm) en 

diferentes clones de cacao de plantas sombreadas (CE) y 

expuestas (SA). Los valores son la media ± ES (n=6). 

Líneas quebradas representan los valores promedios de 

clones en cada localidad, el asterisco muestra diferencia 

significativa entre las localidades (p<0,05).  

 
Tabla 1. Efecto de los diferentes tipos de secado del 

cacao sobre las características organolépticas y 

sensoriales de las almendras. 

 
 

El 70% de las muestras analizadas presentaron 

buena fermentación, siendo el tiempo promedio de 

fermentación 4-5 días; se encontró una calidad de 

sabor favorable, con una baja [Cd] y [Pb]. La 

producción anual promedio en el eje vial Esmeraldas-

La Concordia fue de 4,5 quintales ha
-1

 año
-1

 (7,10,11). 

Se observaron diferencias significativas en la 

producción de diferentes clones de cacao ecuatoriano 

(Fig. 6) (10). Se diferenciaron en cinco grupos: 1) T8 

– T18 (3161 – 3128 kg ha
-1

); 2) T29 (2563); 3) T16 – 

T3 (2301 – 1565); 4) T6 – T21 (1416 - 1059), y 5) 

T25 – T23 (851-646).  
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Fig. 6. Peso seco en kg ha

-1
 de 31 clones de cacao 

nacional, con la aplicación de un biocontrolador para 

moniliasis.  

 

La producción de 10 clones nacionales de cacao 

en EET-Pichilingue en dos temporadas lluvias y 

sequía se muestra en la Fig. 7. El peso seco por 

planta en los clones T1 y T23 llegó a  2 Kg planta
-1

 

año
-1

, mientras que en el clon T30 (CCN 51) a solo 

1,2 Kg planta
-1

 año
-1

. Existen diferencias en los 

clones entre la producción que se obtiene en lluvia y 

sequía (8,10). Los clones T1, T8 y T30 mostraron 

mayor producción en sequía, mientras que en otros 

los clones los rendimientos fueron mayores en 

lluvia. En sequía, los rendimientos en peso fresco en 

los clones T1, T8 y T30 fueron 33, 39 y 45 % 

mayores que lo obtenido en lluvia, mientras en los 

clones T17 y T24 la producción en lluvia fue de 48 y 

36 %, mayor que en sequía (Fig. 4).  
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Fig. 7. Producción de 10 clones nacionales de cacao en 

EET-Pichilingue en dos temporadas lluvias y sequía. 
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En Ecuador los programas de mejoramiento están centrados en obtener clones de cacao nacionales de alto rendimiento 

productivo y resistente a enfermedades. Simultáneo al mejoramiento en la producción, deben estar incluidos y evaluados 

los cambios en las variables fisiológicas. Para ello se evaluó la capacidad fotosintética en dos clones de cacao: PMA 12 

(clon nacional ecuatoriano) y el hibrido CCN 51 altamente productivo, cultivados a plena exposición solar, en una finca 

ubicada en San Antonio, Malimpia, Artonal, Quinindé y en el Norte de Esmeraldas. Se midió el intercambio gaseoso (IG), 

la actividad fotoquímica del fotosistema II y el rendimiento (producción de mazorcas) de ambos clones. Se encontró una 

marcada diferencia en el área foliar (AF) entre clones; las mayores tasas de fotosíntesis (A) y menores conductancias 

estomáticas (gs) fueron observadas en el clon PMA 12, lo que se tradujo en mayores eficiencias uso de agua (EUA) en 

comparación con el CCN 51; estas características fisiológicas y tamaño de la hoja podrían explicar el mayor 

requerimiento hídrico en el híbrido CCN 51. En condiciones de campo el clon PMA 12 presentó mayores rendimientos 

que el CCN 51.  

 

  

Introducción 

Ecuador es actualmente el primer productor de 

cacao (Theobroma cacao) en Suramérica. Se estimó 

que la producción para el año 2015 fue de 500 Kg/ha, 

es decir 250 mil toneladas/500000 ha (4). Este país 

tiene una gran cantidad de clones que han sido el 

resultado de la hibridación de Forateros, y variedades: 

Trinitarias, Venezolanos y Amazónicos, introducidas 

al Ecuador de diferentes países en la década de los 40 

que conllevó a que las plantaciones que mantenían la 

característica de “sabor arriba” propio del Ecuador se 

hayan mezclado con híbridos y en consecuencia 

produjo un cambio y deterioro de la calidad (1).  

En el Ecuador, prácticamente no existe una 

variedad Nacional genéticamente pura de cacao (3), 

lo que se encuentra es una mezcla de híbridos 

naturales que se agrupan en una población conocida 

con el nombre de complejo “Nacional x Trinitario” 

(5). Esta variedad Nacional es diferente por ser nativa 

y proviene de los declives orientales de la Cordillera 

de los Andes en la hoya amazónica y se conservó 

como exclusivo hasta 1890, cuando se inició la 

introducción de material de origen Trinitario desde 

Venezuela (11). 

A través de los programas de mejoramiento se 

han obtenido híbridos altamente productivos y 

resistentes a enfermedades, que se han establecido 

en varias colecciones nacionales e internacionales en 

diferentes regiones del Ecuador. A finales de los 

años 50 se obtuvieron híbridos de tipo Nacional con 

producciones que superaban los promedios 

nacionales por el Instituto Nacional de 

Investigaciones Agropecuarias (INIAP). En la 

década de 70 el INIAP liberó por primera vez a los 

productores clones de tipo Nacional. 

 Luego de muchos años de esfuerzo y sin apoyo 

oficial, el Sr. Homero Castro en 1960, logra 

seleccionar varios híbridos, en su finca 

“Theobroma” localizada en Naranjal; procediendo 

luego a clonar algunos de ellos a los que los 

denominó con las siglas CCN 51 cuyo significado es 

“Colección Castro Naranjal” (Tabla 1). Los 

diferentes clones CCN fueron obtenidos del híbrido 

entre los clones ICS 95 x IMC 67 y luego realizar un 

segundo cruce entre dicho híbrido con un cacao 

encontrado en el Oriente ecuatoriano, denominado 

“Canelos”.  

El CCN 51 es un clon que no tiene relación con 

el cacao Nacional (2), con mazorcas de color rojizo 

(Fig. 1); sin embargo, el CCN 51 a pesar de su baja 

calidad sensorial y organoléptica (sin la 

característica de aroma y “sabor Arriba” del Cacao 

Nacional), ha sido diseminado por todo el territorio 

ecuatoriano, debido a su precocidad, alta 

productividad y a la tolerancia a la escoba de bruja, 

resistencia moderada a la Phytophthora, aunque 

susceptible a la monilia y mal de machete. 
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Recientemente, el Sr. Máximo Pincay con la 

asesoría de la Universidad Luis Vargas Torres 

(UTELVT) logró seleccionar un grupo de árboles 

parentales que presentaban características deseables, 

de este grupo de árboles seleccionó un clon regional 

del complejo Nacional, precoz, con alta producción 

y características sensoriales excelentes a diferencia 

del CCN 51 (Fig. 2), el cual los denominó PMA 12, 

cuyo significado es “Pincay Máximo Artonal”. Este 

clon se encuentra en la Finca del Sr. Pincay, ubicada 

en San Antonio, Malimpia, Artonal, Cantón 

Quinindé, provincia de Esmeraldas (Tabla 1). El 

clon PMA 12 tiene mazorcas de color amarillo (Fig. 

1), es resistente a moniliasis, escoba de bruja y 

ligeramente susceptible a Phytophthora.  
 

Tabla 1. Clones de cacao, acrónimo, genotipo y 

procedencia de los clones que fueron utilizados en la 

evaluación fisiológica. 
Clon Acrónimo Genotipo Procedencia

Máximo Pincay Artonal PMA 12 Nacional Quinindé, Esmeraldas

Colección Castro Naranjal  CCN 51 Trinitario Naranjal, Tenguel 
 

 

 
Figura 1. Árboles de cacao PMA 12 y CCN 51, se 

muestra diferencias en el color del fruto y tamaño de la 

hoja. 

 

Se evaluaron plantas de cacao (PMA 12 y CCN 

51), de tres años de edad, cultivadas a plena 

exposición solar, en San Agustín, Norte de 

Esmeraldas (N 01°03´15.3´´, W 078° 55´03.3´´) en 

la Finca del Sr. Enqui Valencia y árboles de 8 años 

de edad, cultivadas en la finca la Finca de Sr. 

Máximo Pincay (N 00°24´57´´, W 079° 24´ 26´´) en 

Quinindé.  

El cacao ha sido considerado tradicionalmente 

como una planta de sombra, pero en el caso de la 

región ecuatoriana las condiciones climáticas 

ofrecen la posibilidad de cultivarla a plena 

exposición solar (8,9). 

En ambos clones, se determinó el área foliar 

(AF) y área foliar específica (AFE) y se realizaron 

medidas fisiológicas: Intercambio de gases: las 

medidas de tasa de fotosíntesis (A), tasa de 

transpiración (E), conductancia estomática (gs) y 

eficiencia de uso de agua (EUA) se realizaron 

utilizando un analizador infrarrojo de gases (CIRAS 

2, PPSystems, R.U.). Todas las medidas se 

realizaron a 400 μmol mol
-1

 de CO2, 21% de O2, 

28°C de temperatura y densidad de flujo fotónico 

(DFF) de 1000 μmol m
-2

 s
-1

. Actividad fotoquímica: 

las medidas de fluorescencia de la clorofila a se 

realizaron con un fluorímetro portátil (PAM 2100, 

WALZ, Alemania). 

 

Resultados 

El área foliar del CCN 51 fue 2,3 veces mayor al 

del PMA 12 (Tabla 2; Fig. 1); sin observarse 

diferencias significativas en el AFE, ni en el CRA 

(Tabla 2). Se observó un menor CAF en PMA 12 en 

comparación con el CCN 51. 
 

Tabla 2. Área foliar, área foliar específica, contenido 

relativo de agua y contenido de agua foliar de dos clones 

evaluados en periodo de lluvia en Quinindé, Esmeraldas. 

AF (cm
2
) AFE (cm

2
 g

-1
) % CRA % CAF

PMA 12 183±21 145,6±5 63,9± 3 48,4±2

CCN 51 415±14 138,5±4 72,0±2 62,4±6  
 

Producción de mazorca 

El rendimiento de cacao seco por año evaluado en las 

condiciones agroclimáticas de Esmeraldas fue 1964 

Kg/ha (43,3 qq) para PMA 12 y 1297 Kg/ha (28,6 qq) 

para CCN 51. Mientras que la producción reportada 

del CCN 51 en Naranjal fue de 2415 Kg/ ha, el doble 

de la reportada en Esmeraldas. Esto nos indica que la 

producción depende de la zona donde estén cultivados 

los clones de cacao.  

Los promedios de rendimiento de cacao a nivel 

mundial están en promedio 570 Kg/ha (4). Sin 

embargo, se han reportado altas producciones (entre 

900 - 1300 kg ha
-1

 año
-1

) a plena exposición solar (10).  

Ambos clones (PMA 12 y CCN 51) comienzan su 

primera floración a los 18 meses, y a los 2 años ya se 

obtienen las primeras mazorcas maduras; en la zona 

de San Antonio de Malimpia se obtienen dos cosechas 

picos la primera en Mayo-Junio y la otra en Octubre-

Noviembre donde el PMA 12 muestra su alto 

potencial de producción que llega de 32 a 43 qq de 

cacao seco por hectáreas. 

Consideramos que no existe el clon universal para 

cualquier zona agroecológica en el Ecuador. La 

producción dependerá del genotipo y de la zona 

agroecológica donde estén cultivado cada clon.  
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El proceso de mejoramiento de cacaos Nacionales 

en Ecuador ha logrado superar las producciones que 

se obtienen con el CCN 51. En el futuro, Ecuador 

tendrá mayores producciones de cacao Nacional con 

características organolépticas superiores y deseadas 

en la industria chocolatera. 
Los programas de mejoramiento además de 

mantener el sabor “arriba” que los distinguen, buscan 

unos nuevos patrones sensoriales, en los diferentes 

cruces. De manera que no solo sea el aumento de la 

producción lo que condiciona su selección, sino 

también los aromas y sabores que se desarrollan en el 

nuevo genotipo, proceso de cosecha y poscosecha del 

cacao (fermentación y secado) que influyen en la 

calidad sensorial (6).  

Una de las características sensoriales que 

distinguen el cacao Nacional es su excelente calidad y 

aroma floral (Fig. 2). El híbrido CCN 51 es un cacao 

que tiene sabor ácido, amargo y astringente en 

comparación con el PMA 12 alto sabor a cacao, con 

algo de sabor floral, alto sabor a nuez y frutal que lo 

hace un cacao de mayor calidad sensorial que el CCN 

51 (Fig. 2). 
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Figura 2. Perfil organoléptico de cacao forastero 

(Ghana), cacao Nacional y dos variedades clónales (CCN 

51 y PMA 12), analizados en el laboratorio de calidad 

integral de la EET-Pichilingue. 

 

Aunque se tiene información de producción, 

calidad sensorial y tolerancia a las principales 

enfermedades de la mayoría de los clones de cacao, 

los programas de mejoramiento en Ecuador carecen 

de información fisiológica (8). Esta información es 

necesaria para entender las respuestas potenciales de 

aclimatación a variables ambientales y su relación 

con las variables de producción de los nuevos clones 

a las diferentes regiones agroecológicas del Ecuador.  

La información sobre parámetros fotosintéticos en 

cacao (criollo o forastero) ecuatoriano, es escasa 

(7,8,9). Así mismo, tampoco se conocen las 

relaciones entre las características fotosintéticas y los 

altos rendimientos reportados para el CCN 51 en 

varias regiones ecuatorianas (2,10). Esto conlleva a 

plantearse si los altos rendimientos están asociados a 

mejoras en la capacidad fotosintética o se deben a 

cambios en los patrones de distribución de asimilados 

que pueden variar entre los clones. 

Intercambio gaseoso 

El PMA 12 mostró altas A (12,4 µmol m
-2

 s
-1

), 

mayores a las del CCN 51 (10,8 µmol m
-2

 s
-1

) ambos 

valores significativamente superiores a los reportados 

en cacao (A< 6 µmol m
-2

 s
-1

), lo cual podría constituir 

una ganancia genética importante en la obtención de 

mayores producciones. Para ambos clones la gs 

estuvo comprendida entre 360 y 581 mmol m
-2

 s
-1

, 

siendo mayores en CCN 51 y como consecuencia 

presentan mayor E y por tanto una menor EUA 

(Tabla 3), esto sumado a un mayor AF, lo que podría 

explicar parcialmente el alto requerimiento hídrico 

del CCN 51 en comparación con el PMA 12. 

 
Tabla 3. Intercambio gaseoso: fotosíntesis, conductancia 

estomática, tasa de traspiración y eficiencia uso de agua 

de dos variedades clonales en dos localidades de 

Esmeraldas. 
Parámetros 

PMA 12 CCN 51 PMA12 CCN51

A (mmol m
-2
 s

-1
) 12,4±0,9 10,2±0,5 10,8±0,2 10,09 ±0,5

gs (mmol m
-2
 s

-1
) 360,9±14 462,6±18,3 497,9±62 581,1 ±30

E (mmol m
-2
 s

-1
) 4,02±0,2 5,6±0,34 4,2±0,3 4,4 ±0,1

EUA (mmol mol
-1
) 2,93±0,3 1,89±0,16 2,74 ±0,2 2,32±0,09

San AgustínQuinindé

 
 

Las A y gs reportadas en diferentes cultivares de 

cacao son bajas y varían entre 3 a 6 µmol m
-2

 s
-1

 y 

50 a 120 mmol m
-2

 s
-1

, respectivamente (7) y las 

respuestas a altas intensidades de radiación y sus 

efectos sobre el crecimiento varía entre cultivares 

(8,9).  

Actividad Fotoquímica 

El clon CCN 51 mostró ligeramente una mejor 

actividad fotoquímica en comparación que el PMA 

12 (Tabla 4). Las mayores Fv/Fm, ETR, yqP fueron 

observadas en CCN 51. Sin embargo, el PMA 12 

mostró una mayor disipación de energía en forma de 

calor (mayor qN), lo que representaría una ventaja en  

cacao expuesto a alta exposición solar.  
La respuesta de A a la DFF para los clones PMA 

12 y CCN 51 fue la típica parábola rectangular (Fig. 

3), el CCN 51 mostró una respuesta característica de 

plantas de sombra (muy eficiente utilizando la luz a 

bajas DFF, pero se saturó a una DFF de 300 mmol m
-

2
 s

-1
) lo cual ha sido reportado previamente en otros 

tipos de cacao a nivel mundial. Por el contrario y lo 

novedoso es que el clon ecuatoriano Nacional (PMA 

12) mostró una respuesta positiva a altas DFF, 

mostró una alta eficiencia cuántica a bajas DFF, 

parecidas al CCN 51, pero se saturó a altas DFF, 

mostrando además mayores tasas de A (~ 9 mmol m
-
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2 
s

-1
). Sugiriendo que el cacao ecuatoriano está 

aclimatado y probablemente “adaptado” a altas 

intensidades lumínicas, por lo cual este tipo de cacao 

se puede cultivar a plena exposición solar (8,9).  
 

Tabla 4. Eficiencia cuántica máxima del PSII evaluadas 

en hojas adaptadas a oscuridad, tasa de trasporte de 

electrones (µmol e
-
 m

-2
 s

-1
), eficiencia cuántica relativa 

del PSII, coeficiente de extinción fotoquímica, coeficiente 

de extinción no fotoquímica en PMA 12 y CCN 51 

medidos a una DFF de 440 µmol m
-2

 s
-1

.  

Parámetros PMA 12 CCN 51

Fv/Fm 0,75 ± 0,03 0,78 ± 0,01

ETR 55,5 ± 5 74,1 ± 4

FPSII 0,36 ± 0,03 0,41 ± 0,02

qP 0,55 ± 0,08 0,68 ± 0,03

qN 0,80 ± 0,03 0,45 ± 0,08  
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Figura 3. Curva de respuesta de la Fotosíntesis a la 

densidad de flujo fotónico en un clon Nacional PMA 12, y 

el CCN 51, en la hacienda del Sr. Máximo Pincay en 

Quinindé. 

 

En el Ecuador se cultiva el cacao a plena 

exposición solar, sugiere que este cultivo tiene la 

capacidad de crecer a altas DFF, la evaluación en el 

balance entre la captura de luz y en la disipación de 

energía del exceso de luz; al igual que las respuestas 

del intercambio gaseoso foliar (A, gs, E, EUA) del 

cacao élite ecuatoriano a diferentes intensidades 

lumínicas, podría ser una importante estrategia para 

mejorar la producción de este tipo de cacao basándose 

en un manejo agrícola adecuado, trayendo mayores 

beneficios a los productores del país. 
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La producción de ñame en Venezuela se desarrolla bajo un manejo inadecuado del cultivo. Implementando biotécnicas se 

pueden obtener plantas libres de patógenos y microtubérculos que pueden ser utilizados como semilla. En el Laboratorio 

de Mejoramiento Vegetal se estableció y caracterizó el banco de germoplasma in vitro de ñame, estudiando el efecto del 

fotoperiodo, de la consistencia del medio de cultivo, reducción y concentración de las sales minerales y combinaciones 

hormonales sobre la producción de vitroplantas y microtubérculos. En medio líquido, con las sales completas Murashige y 

Skoog (1962) (MS) se obtuvo la mayor longitud de los brotes (17,3 ± 0,2 cm) en plantas de clon criollo colombiano 

(CCC) bajo 12 horas luz y 12,1 ± 0,4 cm para el clon criollo venezolano (CCV) bajo luz continua. El mayor número de 

microtubérculos se obtuvo en plantas cultivadas en medio MS sólido para CCC (4 microtuberculos/planta) y en medio 

líquido para CCV (1 microtubérculo/planta) bajo fotoperiodo de 12 horas luz. El mayor porcentaje de embriones 

somáticos, tanto para los clones Diamante 22 y CCC, se obtuvo a partir de ápices de raíces con 1 mg/L de 2,4 D. La 

caracterización molecular RAPD permitirá analizar el polimorfismo de los clones regenerados. 

 

Introducción 

El ñame (Dioscorea sp.) es uno de los cultivos más 

promisorios dentro del grupo de raíces y tubérculos 

tropicales (5). El género Dioscorea agrupa 

aproximadamente 600 especies de importancia 

económica y medicinal. La producción nacional de 

ñame para el año 2013 fue de 144.680 Tm obtenidas 

en una superficie de 11.000 Ha (6).  

El ñame se cultiva de manera convencional 

utilizando el tubérculo entero o fraccionado como 

semilla; sin embargo, este tipo de propagación 

vegetativa suele incrementar la dispersión de ciertos 

patógenos, lo cual conduce a la muerte de la cosecha 

y ocasiona grandes pérdidas económicas. La 

micropropagación, la embriogénesis somática y la 

microtuberización son algunas de las alternativas 

para superar este inconveniente, pudiendo obtener 

plantas libres de patógenos y microtubérculos que 

pueden ser utilizados como semillas certificadas, en 

menor tiempo en comparación a los tiempos de 

cosecha convencional y facilitando su traslado a 

campo (9). Con el propósito de optimizar las 

condiciones de cultivo que permitan establecer un 

banco de germoplasma y lograr una mayor 

producción de microtubérculos con características 

apropiadas para que puedan ser utilizados 

posteriormente en campo, es necesario evaluar el 

efecto de algunos factores que afectan dichos 

procesos (1). 

Una vez establecido el banco de germoplasma, es 

importante caracterizar a nivel molecular las plantas 

de ñame mediante el uso de marcadores 

moleculares. Los RADPs (Random Amplified 

Polymorphic DNA) son marcadores dominantes 

basados en la reacción en cadena de la polimerasa. 

Las mayores ventajas de los ensayos RAPD es que 

no se requiere información previa de las secuencias 

genéticas, el protocolo es relativamente rápido y 

fácil de realizar y no usa radiactividad (15). En este 

sentido, en esta investigación se propone establecer 

el banco de germoplasma in vitro de ñame 

optimizando, entonces, la micro propagación, micro 

tuberización y la embriogénesis somática, así como 

la identificación mediante RAPD de cada material 

de ñame introducido en este banco.  
 

Materiales y métodos  

1.-Material vegetal 

a) Se utilizaron materiales de ñame donados por los 

INIAs Miranda y Barinas: Clon Criollo Colombiano 

(CCC), Clon Criollo Venezolano (CCV), Diamante 

22 (D22), D7, D8 y D11 que supuestamente son 

clones de la especie Dioscorea alata L. Para la 

micropropagación y la microtuberización, segmentos 

nodales de vitroplantas de CCC y de CCV de dos 

meses de edad, fueron cultivados en medio 

Murashige y Skoog (MS) (8) suplementado con 

tiamina (0,4 mg/L), mio-inositol (100 mg/L), 

cisteína (100 mg/L), sacarosa (30 g/L) y solidificado 

con agar (7 g/L); e incubados bajo condiciones de 

luz blanca continua a 25 ± 1 °C.  

b) Para la inducción de embriones somáticos, 

segmentos de raíces y entrenudos de tallos de 1 cm 

de longitud, provenientes de vitroplantas de los 

clones D22 y CCC. 
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c) Para el análisis RAPD se extrajo el ADN de CCC, 

CCV, D7, D8 y D11. 

2.- Micropropagación  

Se probaron medios de cultivo sólido y líquido y la 

combinación hormonal Ácido Naftalenacético-

Benciladenina (ANA-BA). Se tomaron 36 

segmentos nodales de vitroplantas de CCV y CCC 

de dos meses de edad y se cultivaron en fiolas de 

250 mL de capacidad, que contenían medio MS (8) 

suplementado con ANA (0,5 mg/L) y BA (1 mg/L). 

Para el medio sólido se empleó agar (7 g/L). El pH 

de los medios se ajustó a 5,8 y se esterilizaron a 

120°C con 15 libras de presión, durante 15 min. Los 

segmentos nodales se mantuvieron en agitación 

constante para el medio líquido, bajo condiciones de 

luz blanca (24 h de luz) a 25 ± 1 °C, durante dos 

meses.  

3.- Microtuberización  

Para evaluar el efecto de la concentración de las sales 

MS (8) y del fotoperiodo, 18 vitroplantas 

micropropagadas en medio sólido y 18 

micropropagadas en medio líquido se subcultivaron 

en medios MS (8) que contenían las sales completas 

mientras que otras 18 vitroplantas en medio sólido y 

18 en medio líquido se subcultivaron en medios que 

contenían 1/5 de las sales MS (8). A su vez, 9 

vitroplantas subcultivadas en medios sólidos y 9 

subcultivadas en medios líquidos que contenían las 

sales completas MS (8) se incubaron bajo condiciones 

de luz blanca continua y fotoperiodo de 12 horas luz. 

Esto también se hizo con las 9 vitroplantas 

subcultivadas en medios sólidos y con las 9 

vitroplantas subcultivadas en medios líquidos que 

contenían 1/5 de las sales MS (8). Todo el material se 

incubó a 25 ± 1 °C y en agitación orbital para el 

cultivo en medio líquido, durante seis meses. 

Finalizado este tiempo de cultivo, se determinó el 

número de microtubérculos por planta, diámetro, peso 

fresco y peso seco de los microtubérculos.  

4.- Embriogénesis somática  

Se inocularon 5 segmentos de entrenudos de tallos y 

de raíces en cápsulas de Petri que contenían medio 

MS (8), suplementado con 0.4 mg/l Tiamina, 100mg/l 

de mio-inositol, 30 g/L de sacarosa y diferentes 

concentraciones de hormonas vegetales (Ácido 2,4-

diclorofenoxiacético (2,4-D) (0,5; 1; 2 mg/L); 

Dicamba (0,5; 1; 2 mg/L) y Picloram (2,4; 4,8; 7,2 

mg/L). Los explantes se incubaron en oscuridad 

durante 10 días a 25 ± 1°C, hasta la iniciación o 

formación de callo embriogénico. Se registró el 

número de explantes que formaron callo 

embriogénico, el tiempo de formación, así como la 

coloración de los explantes. Los embriones somáticos 

obtenidos, fueron transferidos a medio MS (8) 

suplementado con 30 g/L sacarosa, 0.5 mg/L BA y 

solidificado con 8 g/L de agar. Los embriones se 

incubaron bajo luz continua a 25±1ºC, registrándose 

el número de plantas regeneradas y el tiempo de 

regeneración.  

5.- Estimación de la variabilidad genética  

El ADN se extrajo de acuerdo con el procedimiento 

establecido por Weising y Kahl (14). El ADN 

extraído fue evaluado mediante espectrofotometría y 

electroforesis en gel de agarosa al 0.8% (12). El ADN 

se amplificó vía RAPD, utilizando el iniciador de 

secuencia nucleotídica arbitraria OPA 12. Las 

condiciones de reacción y los parámetros de 

amplificación se establecieron de acuerdo con el 

procedimiento de Ramser y col. (10). 

 

Resultados y Discusión 

1.- Micropropagación  

Luego de dos semanas se evidenció la formación de 

callo en los segmentos nodales de CCV y de CCC, 

cultivados en medio sólido y en medio líquido, 

haciéndose más evidente su formación en medio 

sólido (Fig. 1). La ventaja de promover la formación 

de callo es la obtención de un mayor número de 

nuevos brotes que serán luego subcultivados para 

iniciar el proceso de microtuberización. A los pocos 

días de cultivo, los segmentos nodales de CCV 

sufrieron oxidación de sus tejidos, lo cual provocó la 

pérdida de algunos de estos explantes a pesar de 

haber agregado cisteína al medio de cultivo. La 

adición de dicho antioxidante no detuvo la oxidación, 

por lo que se tuvo que hacer recambios de medio cada 

semana para evitar la pérdida de más explantes.  

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 1. Vitroplantas de CCV (arriba) y de CCC (abajo) 

de dos meses de edad, micropropagadas en (a y d) medios 

de cultivo sólidos, (b y e) líquidos. Detalle de la formación 

de callo en las vitroplantas de CCV (c) y en (f) las 

vitroplantas de CCC. 

 

La mayor longitud de los brotes se obtuvo en plantas 

de CCC (17,3 ± 0,2 cm) y CCV (12,1 ± 0,4 cm) 

micropropagadas en medio de cultivo líquido, con las 

sales MS (8) completas, incubadas bajo 12 horas de 

luz y luz blanca continua, respectivamente. Estos 

resultados coinciden con Cabrita (2), quien obtuvo la 

mayor longitud de los brotes en vitroplantas de CCC 

cultivadas en medios de cultivo líquidos, 

suplementados con 75 g/L de sacarosa. 

a b c 

d e f 
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2.- Microtuberización  

El mayor número de microtubérculos se obtuvo en 

plantas cultivadas en medio sólido para CCC (Fig. 2) 

y en medio líquido para CCV (Fig. 3), con las sales 

MS (8) completas y fotoperiodo de 12 horas de luz: 4 

microtubérculos por vitroplanta de CCC con un 

promedio de 1,37 cm de diámetro; 1,2 g de peso 

fresco y 0,05 g de peso seco y 1 microtubérculo por 

vitroplanta de CCV con un promedio de 1,10 cm de 

diámetro; 0,81 g de peso fresco y 0,07 g de peso seco.  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figura 2. Microtubérculos en vitroplantas de CCC 

cultivadas en MS (8) sólido completo, a los seis meses de 

cultivo y fotoperiodo de 12 horas de luz.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 3. Microtubérculos en vitroplantas de CCV 

cultivadas en MS (8) completo líquido a los seis meses de 

cultivo y fotoperiodo de 12 horas de luz.  

 

Marcos y col. (7), reportaron que en el desarrollo de 

las plantas de ñame, fotoperiodos mayores de 12 

horas de luz favorecen el alargamiento de la fase 

vegetativa, mientras que fotoperiodos igual o menores 

a éste favorecen el desarrollo y crecimiento de los 

tubérculos de manera más rápida, acortando la fase 

vegetativa. Muchas veces la tuberización de las 

distintas especies de ñame no depende principalmente 

de las condiciones de cultivo, sino del genotipo (4). 

Comparando el comportamiento de las plantas de 

CCC y CCV en la microtuberización, las vitroplantas 

de CCC respondieron mejor a los distintos 

tratamientos que las plantas de CCV, en las cuales 

solo dos de los ocho tratamientos ensayados 

promovieron la formación de microtubérculos. 

Royero y col. (11), reportaron que el 82,14% de las 

plántulas de CCV formaban microtubéculos luego de 

cuatro meses de cultivo en medio sólido con 1/5 de 

MS y sin hormonas vegetales.   

3. Embriogénesis somática  

Se logró la inducción de embriones somáticos tanto 

en explantes de tallo como de raíces a partir de 

vitroplantas de los clones D22 y CCC; observándose 

poca formación de callo y embriones globulares a los 

49 días en los explantes de raíces y a los 56 días en 

explantes de tallo (Fig. 4). Este resultado concuerda 

con lo reportado por Twyford y Mantell (13), quienes 

obtuvieron embriones somáticos de D. alata cv 

“Oriental Lisbon” a los 38 días de cultivo en medio 

líquido con 1 mg/l de 2,4-D, a partir de explantes de 

raíz. 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 4. Callo embriogénico (ce) y embriones somáticos 

en estado globular (eg) obtenidos en el CCC con; a) 

Picloram, b) 2,4-D, y c) Dicamba. (20X).  

 

La rápida respuesta embriogénica en los explantes de 

raíz se debe probablemente a la alta concentración 

endógena de citoquininas que es sintetizada en el 

ápice de la raíz y que interactúa con las auxinas 

adicionadas al medio, alcanzando el balance 

hormonal apropiado, induciéndose la embriogénesis 

somática (3). En este estudio se demostró el potencial 

de los explantes de raíces, obteniéndose el 70% de 

callo embriogénico y un promedio de 9 embriones 

somáticos con 1 mg/L de 2,4-D en el clon D22, y 

83,3% de callo embriogénico y 13 embriones 

somáticos en el clon CCC. A partir de explantes de 

tallo, se alcanzaron 70% en el clon D22 y el 80 % en 

el CCC, con 2 mg/L de 2,4-D, de los cuales se 

obtuvieron 10 y 9 embriones para cada clon, 

resultados que coinciden con los reportados por 

Twyford y Mantell (13). 

El análisis histológico de los embriones somáticos 

mostró por primera vez cada una de las diferentes 

etapas del desarrollo ontogénico (globular, 

cotiledonar temprana y cotiledonar tardía) del 

embrión somático de D. alata en el CCC.  

La maduración y germinación de los embriones 

somáticos en los clones D22 y CCC se logró a las 6 

semanas en el medio de cultivo suplementado con 0,5 

mg/L de BA, 30g/L de sacarosa y 8 g/L de agar y a 

las siete semanas y media en el mismo medio sin 

adición de hormonas vegetales. Se obtuvieron plantas 

completas a las 9 semanas de la iniciación de la 

maduración (Fig. 5). 
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Figura 5. Plantas del clon D22 obtenidas por 

embriogénesis somática. 

 

4. Análisis RAPDs   

Se obtuvo un extracto de ADN de calidad, libre de 

polisacáridos y proteínas y a una concentración 

adecuada para el análisis RAPD.  

Se logró la estandarización del protocolo RAPD con 

el iniciador OPA12 (Fig. 6) para en un futuro 

caracterizar todos los clones de ñame del banco de 

germoplasma con al menos 15 iniciadores arbitrarios.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Amplificación RAPD con el iniciador OPA12 

 

El análisis RAPD, además de validar los sistemas de 

regeneración in vitro como la embriogénesis somática 

(3), permitirá crear un patrón de bandas específico 

para cada clon de ñame y así lograr la identificación 

específica de cada material establecido en el banco de 

germoplasma in vitro. 
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Los patógenos son responsables de gran parte de la disminución en la producción agrícola a nivel mundial, y su manejo se 

realiza básicamente empleando métodos químicos, lo cual, tiene un costo tanto económico como ambiental. En este 

sentido, un sistema de manejo integrado de las enfermedades basado en el diagnóstico de las mismas y la evaluación de 

riesgos es fundamental, por tal motivo el Laboratorio de Mejoramiento Vegetal (IBE-UCV) viene desarrollando una serie 

de metodologías para la identificación de bacterias patógenas de cultivos de interés comercial. Para ello, se realizó una 

caracterización bioquímica y molecular de bacterias patógenas aisladas de plantas de papa y de geranio con 

sintomatología de bacteriosis. Los resultados mostraron que mediante el uso de pruebas morfológicas, bioquímicas y 

moleculares fue posible la identificación de Pectobacterium carotovorum y Xanthomonas hortorum pv. pelargonii 

presentes en los cultivos de estas especies vegetales en nuestro país. Esta identificación inequívoca permitirá el 

establecimiento de programas preventivos y manejo integral para aumentar la producción nacional. Se destaca además el 

uso del cultivo de tejidos vegetales in vitro para el establecimiento de pruebas de patogenicidad y comprobación de los 

postulados de Koch en la identificación de estos patógenos. 

 

 

 

 

Introducción 

Los patógenos son responsables de gran parte de la 

disminución en la producción agrícola a nivel 

mundial, y su manejo se realiza básicamente 

empleando métodos químicos, lo cual, tiene un costo 

tanto económico como ambiental (10). Las 

fitobacterias causan diversos síntomas en campo, 

invernadero y/o almacén, por lo que se utilizan 

diferentes métodos para detectar los géneros y 

especies de cada una de ellas. Los métodos más 

usados son los microbiológicos, bioquímicos y 

patogénicos; sin embargo, estos estudios fenotípicos 

deben ser complementados con otros métodos de 

detección y caracterización de las especies, como es 

el uso de técnicas moleculares basadas en la reacción 

en cadena de la polimerasa (PCR) que es una 

herramienta rápida y sensible (8). En este sentido, en 

el Laboratorio de Mejoramiento Vegetal (LMV) del 

Instituto de Biología Experimental, Universidad 

Central de Venezuela (IBE-UCV) se han venido 

desarrollando una serie de metodologías para el 

diagnóstico de patógenos de cultivos de importancia 

económica, utilizando material vegetal in vitro para el 

análisis de pruebas de patogenicidad y postulados de 

Koch (1), con el fin de implementarlas como un 

sistema de referencia para la identificación de estas 

especies. Una estrategia para evitar la pérdida total o 

parcial de los cultivos, es el empleo de semillas 

certificadas a partir del cultivo in vitro, garantizando 

así la producción de plantas libres de patógenos. El 

objetivo de este trabajo fue la identificación y 

caracterización de bacterias patógenas de cultivos de 

interés comercial, como lo son la papa y el geranio. 

En relación a la papa, tenemos que la pudrición 

blanda es una de las patologías que mas afecta a este 

cultivo y es producida por las bacterias pertenecientes 

a los géneros Ralstonia, Burkholderia y 

Pectobacterium; mientras que en geranio, la 

bacteriosis es generada por el género Xanthomonas 

(Fig. 1). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Metodología 

Material Vegetal: Hojas de papa colectadas en el 

Estado Mérida en el valle de los ríos Chama y 

Mucujún y plantas de geranio adquiridas en vivero, 

todas con síntomas de bacteriosis. Tubérculos de 

papa provenientes de Sanare, estado Lara que 

mostraban pudrición. Tubérculos comerciales, 

microtubérculos y hojas de vitroplantas de las 

variedades “Granola” y “Arbolona negra” (4).  

Cepas bacterianas: 6 aislados bacterianos (LMV27, 

LMV28, LMV29, LMV30, LMV31 y LMV32) de 

Figura 1. Tubérculo de papa mostrando pudrición 

blanda (a). Hojas de geranio con sintomatología de 

clorosis, necrosis y marchitamiento (b). 

a b 
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hojas de papa del Valle del río Chama y 2 del valle 

del río Mucujún (LMV33 y LMV34). 3 aislados de 

tubérculos de papa de Sanare (LMV10, LMV11, 

LMV12). Un aislado de una planta de geranio con 

sintomatología de bacteriosis (LMV14). Además, se 

utilizaron como controles positivos las cepas 

Ralstonia solanacearum (LMV24), Pectobacterium 

carotovorum (LMV11) y Burkholderia gladioli 

(LMV01) para papa y para geranio se utilizaron las 

cepas Xanthomonas campestris (CVCM2063 y 

CVCM2065) Xanthomonas campestris pv. phaseoli 

(CVCM2059) Xanthomonas campestris pv. 

vesicatoria (CVCM 2093) y Xanthomonas 

albilineans (LMV08). Como control negativo se 

utilizó Escherichia coli (CVCM76).  

Caracterización morfológica: Para iniciar la 

tipificación de los aislados patogénicos, los mismos 

se sembraron en medios nutritivos y se identificaron 

según las características de forma, tamaño, bordes, 

superficie, levantamiento, consistencia, 

transparencia y color de las colonias bacterianas. 

Caracterización bioquímica: A todos los aislados se 

les aplicó un esquema de pruebas bioquímicas y de 

tinción descritas para bacterias patógenas de plantas 

(13) dentro de las cuales usamos: detección de la 

actividad de la enzimas catalasa y citocromo-

oxidasa, fermentación de glucosa y lactosa, 

hidrólisis de almidón, esculina y gelatina, Simmons 

citrato, KOH, producción de indol, agar YDC y D5, 

Urea, formación de ácidos a partir de Rafinosa, 

Sorbitol, D-ribosa y Fructosa, y motilidad. 

Pruebas moleculares: Para la obtención del ADN 

bacteriano de los aislados, se empleo la metodología 

propuesta por Gomes y col. (6). Posteriormente se 

llevó a cabo una PCR empleando iniciadores 

universales para la región ARN 16S ribosomal. Luego 

para determinar a que género pertenecían los aislados 

tanto de papa como de geranio, se realizó una 

amplificación PCR utilizando iniciadores específicos 

para R. solanacearum, B. gladioli, P. carotovorum y 

X. hortorum. Además en papa se realizó una 

amplificación de la región intergénica espaciadora 

transcripta (ITS-PCR) según lo descrito por Jensen y 

col. (8). Por último se hizo una genotipificación 

mediante ERIC-PCR. 

Pruebas de patogenicidad: Se realizaron pruebas de 

patogenicidad en microtubérculos y hojas de 

vitroplantas de papa de las variedades “Granola” y 

“Arbolona Negra” (4), y en una planta de geranio 

mantenida en condiciones de vivero. Para ello se 

inoculó el material vegetal con 10 µl de cultivo 

bacteriano y se colocaron en cámaras húmedas 

durante 6 días a temperatura ambiente y a 32°C.   

Postulados de Koch: Para corroborar la identidad de 

los aislados obtenidos, se tomó una porción de cada 

tejido infectado en la prueba anterior, se creció en 

caldo LB durante 24 h y posteriormente las bacterias 

re-aisladas se sembraron en placas con agar LB para 

su posterior re-identificación por pruebas 

bioquímicas y moleculares (1). 

 

Resultados y discusión 

1) Caracterización de bacterias patógenas de papa:  

1.1) Tubérculos de papa provenientes de Sanare: Los 

tres aislados bacterianos que resultaron patogénicos 

en pruebas preliminares con tubérculos comerciales 

de papa (LMV10, LMV11 y LMV12), fueron 

sometidos a Tinción Gram, resultando todos bacilos 

Gram negativos. Presentaban una coloración de 

blanca a crema en agar nutritivo mientras que la cepa 

control R. solanacearum presentó colonias más 

pequeñas de borde regular y blancas. Al crecer todas 

las cepas en Agar YDC se observaron distintas 

características tales como coloración crema, secas, de 

superficie lisa y de bordes irregulares para las tres 

cepas en estudio, mientras que las colonias del control 

resultaron ser blancas, redondas y secas. Así, los 

aislados LMV10, LMV11 y LMV12, según sus 

características fisiológicas, fueron ubicados en el 

género Pectobacterium, siendo las pruebas 

fundamentales para su identificación la óxido-

fermentación de carbohidratos, la coloración en 

medio YDC, el crecimiento a 37ºC y las pruebas de 

catalasa y oxidasa. La diferencia más importante entre 

los tres aislados y el control positivo es que los 

primeros son anaeróbicos facultativos, mientras que 

R. solanacearum no tiene la capacidad de fermentar 

azúcares. Estos resultados coinciden con lo reportado 

para Pectobacterium carotovorum por Schaad y col. 

(13) y por Garrity y col. (5). Luego se realizó la 

amplificación del gen ribosomal 16S, a fin de 

comprobar la calidad del DNA extraído y verificar si 

se trataba de material genético de procariota 

utilizando los iniciadores universales U1 y U2 (9) 

(Fig. 2); y con la PCR usando iniciadores específicos, 

no se logró la identificación de la especie. La 

amplificación de secuencias repetitivas permitió 

diferenciar al aislado LMV10 de los aislados LMV11 

y LMV12; estos dos últimos presentaron resultados 

similares en las pruebas bioquímicas y perfiles de 

bandas idénticos en la genotipificación por ERIC-

PCR.  

1.2) Hojas de papa provenientes del Valle del río 

Chama, Mérida: Estos 6 aislados (LMV27, LMV28, 

LMV29, LMV30, LMV31 y LMV32) que causaron 

marchitez en hojas de papa y pudrición en tubérculos 

comerciales, fueron descritos como bacilos Gram 

negativos. Las pruebas bioquímicas indicaron que 

dichas bacterias son anaerobias facultativas, no 

presentan mucosidad ni coloración amarilla o naranja 
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en agar YDC y son oxidasa negativas, lo cual sugiere 

que también pertenecen al género Pectobacterium; a 

diferencia de los controles positivos R. solanacearum 

y B. gladioli, que también causan podredumbre en 

papa y son aerobias estrictas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La confirmación de la identidad de los aislados 

patogénicos se realizó por PCR especie-específica 

según lo establecido por Fonseca (4). Estos 6 aislados 

no corresponden a R. solanacearum ni a B. gladioli, 

enfocando nuestra atención en Pectobacterium 

carotovorum (Fig. 3). Mediante la PCR empleando 

los iniciadores Y1pel y Y2pel específicos para esta 

especie, se obtuvo una banda de 434 pb para todas las 

cepas analizadas, lo cual coincide con lo reportado 

por Darrase y col. (3), corroborando la identidad de 

todos estos aislados como P. carotovorum (Fig. 4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para discriminar entre las subespecies de P. 

carotovorum, se realizó una PCR con los iniciadores 

G1 y L1 y se obtuvo el mismo patrón de bandas para 

los 6 aislados bacterianos patogénicos y para el re-

aislado correspondiente al postulado de Koch (7). 

Además, estos iniciadores no amplificaron para los 

controles (carriles 10 y 11). Estos resultados son un 

aporte para los laboratorios de diagnóstico en 

enfermedades bacterianas en papa, ya que se puede 

descartar la presencia de R. solanacearum y/o B. 

gladioli por la ausencia de bandas empleando estos 

iniciadores (Fig. 4). Por último se hizo la 

genotipificación de los aislados usando las secuencias 

ERIC, lo cual permite discriminar serotipos 

estrechamente relacionados de la misma especie y 

grupos de cepas no relacionadas clonalmente (12). En 

este sentido la técnica ERIC-PCR permitió corroborar 

lo que las pruebas moleculares anteriores 

determinaron; es decir, las 6 cepas patogénicas 

aisladas de hojas de papa son genéticamente idénticas 

debido a la similitud en la cantidad y el tamaño de los 

fragmentos amplificados, y que el postulado de Koch 

se cumple a cabalidad, puesto que su patrón de 

bandas es idéntico al aislado original. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.3) Hojas de papa provenientes del Valle del río 

Mucujún, Mérida: A los 2 aislados que resultaron 

patogénicos en pruebas preliminares de patogenicidad 

con tubérculos comerciales de papa (LMV33 y 

LMV34) se les realizaron las pruebas morfológicas y 

bioquímicas encontrándose bacilos Gram negativos 

colonias redondas, irregulares, color crema y no 

mucosas. Los aislados se caracterizaron como 

bacterias oxidasa negativa, anaerobias facultativas, 

capaces de utilizar la glucosa, mas no la lactosa. Estos 

resultados también apuntan hacia bacterias del género 

Pectobacterium y actualmente se están realizando las 

pruebas moleculares para la corroboración de esta 

identidad. 
2) Caracterización de bacterias de geranio: El aislado 

LMV14 resultó ser un bacilo Gram negativo, móvil, 

con crecimiento en agar D5, indol negativo, catalasa 

positivo, citrato positiva, Kligler, oxidasa negativo y 

ureasa negativo, lo cual coincide con las 

características de X. hortorum pv. pelargonii según lo 

reportado por en el manual de Bergey’s (2). La 

amplificación con iniciadores universales originó la 

Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa 1.2% de los 

productos PCR empleando los iniciadores universales U1 y 

U2. Carril 1: Marcador de peso molecular 1kb. Carril 2: 

LMV11. Carril 3: LMV12. Carril 4: LMV13. Carril 5: R. 

solanacearum. Carril 6: CVCM76 

996pb→ 

→ 

 

1          2          3              4          5         6 

 

Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa al 1,3% de los 

productos de PCR para la detección de P. carotovorum,  

empleando los iniciadores específicos Y1pel Y2pel. Carril 

1: Marcador de peso molecular 1 kb Carril 2: LMV27. 

Carril 3: LMV28. Carril 4: LMV29. Carril 5: LMV30. 

Carril 6: LMV31. Carril 7: LMV32. Carril 8: postulado 

de Koch. Carril 9: LMV11. Carril 10: LMV24. Carril 11: 

LMV01. Carril 12: CVCM76. Carril 13: control negativo. 

434pb → 

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los 

productos de PCR de la región ITS 16S – 23S RNAr, 

empleando los iniciadores G1 y L1. Carril 1: Marcador de 

peso molecular 1 kb. Carril 2: LMV27. Carril 3: LMV28. 

Carril 4: LMV29. Carril 5: LMV30. Carril 6: LMV31. 

Carril 7: LMV32. Carril 8: postulado de Koch. Carril 9: 

LMV11. Carril 10: LMV24. Carril 11: LMV01. Carril 12: 

CVCM76. Carril 13: control negativo. 
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banda de 996 pb esperada de la misma intensidad en 

todas las muestras. La PCR con iniciadores 

específicos (P1 y P2) permitió la identificación 

definitiva de esta bacteria al amplificar, sólo en este 

aislado la banda de 1,2 Kb (Fig. 5), tal y como lo 

reportan Manulis y col. (11). 
3) Pruebas de patogenicidad: La identificación de 

organismos patógenos debe complementarse con el 

empleo de pruebas donde se evalúe la patogenicidad 

del organismo en cuestión y se reproduzca la 

sintomatología en los cultivos, utilizando plantas 

libres de patógenos obtenidas mediante el cultivo in 

vitro (4). Las pruebas de patogenicidad realizadas en 

hojas y en tubérculos de papa demostraron que la 

variedad “Arbolona Negra” es resistente a los 

aislados bacterianos estudiados, mientras que la 

variedad “Granola” es altamente susceptible. Del 

mismo modo,  en geranio se realizaron estas pruebas 

determinando así la patogenicidad de X. hortorum pv. 

pelargonii utilizando en este caso una planta sana 

mantenida en condiciones de vivero. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4) Postulados de Koch: Los postulados de Koch se 

cumplieron cabalmente. Los aislados inoculados en 

los distintos materiales vegetales reprodujeron los 

síntomas y al re-aislarlos fueron identificados 

mediante las pruebas morfológicas, bioquímicas y 

moleculares, mostrando resultados similares a las 

pruebas de identificación de los aislados originales. 
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Figura 5. Electroforesis en geles de agarosa al 1.3% 

de los productos de PCR, empleando los iniciadores 

específicos P1 y P2. Carril M: Marcador de peso 

molecular 1kb. Carril A: CVCM2063, Carril B: 

CVCM2065, Carril C: CVCM2059, Carril D: 

CVCM2093, Carril E: LMV08, Carril F: LMV14. 

Carril G: CVCM76, Carril H: control negativo. 
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El mejoramiento vegetal se hace tradicionalmente mediante cruces y retrocruces para lograr la transmisión de una 

característica de resistencia de una variedad silvestre a una variedad de interés comercial; sin embargo, la obtención de 

estas variedades mejoradas puede tardar hasta 15 años. En la actualidad, se pueden identificar los genes responsables de 

la resistencia de las plantas hacia determinados patógenos y así realizar el Mejoramiento Asistido con Marcadores 

Moleculares en un período de tiempo más corto. Una de las líneas de investigación del Laboratorio de Mejoramiento 

Vegetal es el estudio de las interacciones planta-patógeno en la búsqueda de estos genes. En este trabajo se muestra el 

hallazgo de genes relacionados con la resistencia/susceptibilidad de Solanum tuberosum a Burkholderia gladioli y con la 

resistencia/susceptibilidad de Saccharum sp. a Xanthomonas albilineans. Para esto se realizó la amplificación de 

fragmentos de restricción del ADN complementario (ADNc-AFLP) para el estudio de la expresión diferencial de genes. 

Se encontraron transcriptos asociados con la patogenicidad en bacterias, con la resistencia horizontal asociada a la 

Respuesta Hipersensible y Respuesta Sistémica Adquirida, regulación y homeostasis celular, en las variedades 

´Arbolona negra´ y ´Granola´ de papa y las variedades V0050 y V781 de caña de azúcar.  

 

Introducción 

Un aspecto importante en el mejoramiento de 

especies vegetales, lo constituye la liberación de 

materiales con resistencia a las principales plagas y 

patógenos. Tradicionalmente, el mejoramiento 

vegetal se hacía realizando cruces y retrocruces con 

las variedades silvestres, para lograr la transmisión de 

una característica de resistencia a una variedad de 

interés comercial; sin embargo, la obtención de estas 

variedades mejoradas mediante la genética 

mendeliana puede tardar hasta 15 años. En la 

actualidad, con el uso de técnicas de Biología 

Molecular, se pueden identificar los genes 

responsables de la resistencia o susceptibilidad de las 

plantas hacia determinados patógenos y el hallazgo de 

características fenotípicas específicas ligadas a estos 

genes puede permitir el Mejoramiento Asistido con 

Marcadores Moleculares o Selección Asistida por 

Marcadores Moleculares (8). Durante la interacción 

planta-bacteria patógena, se hace necesario estudiar 

estos genes para determinar con precisión la 

secuencia de eventos que ocurren una vez que la 

bacteria coloniza los tejidos vegetales, procede la 

infección sistémica y se generan los síntomas de la 

enfermedad; además de los diferentes aspectos 

moleculares por los que puede generarse la muerte de 

la planta o la bacteria permanecer en un estado de 

latencia por tiempo indefinido. En esta revisión se 

muestran los avances alcanzados en el estudio de la 

interacción Saccharum spp. - X. albilineans y en la 

interacción Solanum tuberosum - Burkholderia 

gladioli, a fin de identificar los genes responsables de 

la resistencia de estas dos especies vegetales a estos 

patógenos y acortar el lapso de tiempo para la 

obtención de variedades mejoradas resistentes a la 

escaldadura foliar de la caña de azúcar y a la 

pudrición ocasionada por B. gladioli en papa. 

En caña de azúcar, esta investigación representa el 

primer aporte en Venezuela sobre la identificación de 

algunos de los genes que se expresan o se reprimen en 

respuesta a la infección con la bacteria fitopatógena 

X. albilineans, combinando el análisis de isoenzimas 

implicadas en la primera respuesta de defensa de las 

plantas con el análisis de ADNc-AFLP 

(Polimorfismos en la longitud de los fragmentos 

amplificados de ADN complementario) que genera 

numerosos fragmentos de ADN que corresponden a 

genes implicados en la respuesta de defensa global de 

las plantas. En papa, se hace también por primera vez 

el reporte de la presencia de B. gladioli en Venezuela 

y con el análisis ADNc-AFLP se identifican también 

por primera vez genes en las variedades Arbolona 

negra (subespecie andigena) y Granola (subespecie 

tuberosum) de papa, relacionados con la respuesta de 

estas variedades a la presencia de esta bacteria 

patógena.  

 

Materiales y Métodos 

Para todos los análisis de expresión diferencial de 

genes de plantas de caña de azúcar y de papa ante la 

presencia de los respectivos patógenos, se utilizaron 

hojas de vitroplantas de caña de azúcar y papa con el 

fin de establecer patosistemas que garanticen la 

ausencia de otros patógenos y condiciones 

ambientales controladas (4). En el caso de caña de 

azúcar se seleccionaron las variedades V 00 50 como 
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tolerante a la escaldadura foliar de la caña de azúcar y 

la variedad V 78 1 como susceptible, por presentar 

una respuesta diferencial ante esta importante 

enfermedad. Se emplearon 50 vitroplántulas de 30 

días de crecimiento, por variedad, 10 sirvieron como 

control, inoculadas con caldo LB estéril (Tiempo 0), y 

40 se inocularon con la bacteria, 10 para cada tiempo 

de inoculación: 3, 5, 18 y 24 horas post inoculación 

(hpi) y se evaluó el progreso de la infección. 

En el caso del estudio de la interacción S. tuberosum - 

B. gladioli, se emplearon hojas de vitroplantas de las 

variedades de papa ´Arbolona negra´ (resistente) y 

´Granola´ (susceptible). Para la inoculación de las 

hojas se empleó el aislado LMV01 correspondiente a 

la cepa de referencia de B. gladioli, infectando 400 

mg de hojas por ensayo, colocando en la superficie 

adaxial 15 x 10
8 

UFC/mL de cultivo en fase 

exponencial. Las hojas, mantenidas en cámaras 

húmedas a 25°C y luz continua, fueron colectadas a 

las 8, 16 y 24 hpi.  

Las hojas inoculadas de papa y caña de azúcar, a los 

diferentes tiempos de inoculación, fueron colectadas 

para el análisis ADNc-AFLP. Para la extracción del 

ARN total se empleó el método del fenol caliente 

propuesto por Bachem (7) modificado por Alva (3) y 

para la extracción del ARNm se utilizó el sistema 

PolyAtract1000 de Promega de acuerdo con las 

instrucciones del fabricante. En los ADNc-AFLP la 

síntesis de la primera y segunda cadena del ADNc se 

realizó según el protocolo de Bachem y col. (6), y la 

digestión, ligación y la amplificación diferencial (con 

40 combinaciones) se realizó según Briceño y col. 

(9). Los fragmentos obtenidos se visualizaron en 

geles de poliacrilamida al 6% teñidos con nitrato de 

plata. Se seleccionaron visualmente las bandas 

diferenciales, se recuperaron utilizando la 

metodología propuesta por Briceño y col. (9), 

modificada por Alva (3) y se purificaron empleando 

el kit de AXYGEN siguiendo las instrucciones dadas 

por la casa fabricante. La secuenciación de las 

mismas se realizó en el UEGF-IVIC y su análisis en 

las bases de datos del Centro Nacional para la 

Información Biotecnológica (NCBI) mediante los 

algoritmos BLASTn, BLASTp y BLASTx, para 

establecer la identidad de las secuencias y predecir su 

función a través del programa ORF finder del NCBI. 

 

Resultados y discusión 

1) Interacción Saccharum spp. - Xanthomonas 

albilineans 

Las plantas, a diferencia de los mamíferos, no poseen 

células especializadas en la defensa contra agentes 

extraños ni un sistema inmune adaptativo. En su 

lugar, la célula vegetal posee en su pared celular o 

matriz extracelular, proteínas secretadas que 

participan en la defensa contra patógenos bacterianos, 

hongos y virus (2,13). Mediante la técnica ADNc-

AFLP, se encontraron genes involucrados en la 

respuesta ante la infección con X. albilineans, y se 

analizó su expresión diferencial entre plantas 

susceptibles y resistentes a la escaldadura foliar de la 

caña de azúcar. 

Considerando la calidad y concentración de los 

productos purificados, se enviaron a secuenciar 35 

bandas, las cuales comprenden 2 presentes en la 

variedad susceptible V 78 1, 19 presentes en la 

variedad resistente V 00 50 y 14 presentes en ambas 

variedades.  

El análisis de las secuencias permitió clasificarlas en 

14 grupos, de acuerdo con su función biológica y con 

el porcentaje que representa cada grupo de 

secuencias, como se muestra en la Figura 1. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Posible función biológica de los genes 

expresados diferencialmente en caña de azúcar en 

respuesta a la infección por X. albilineans. 

 

Las principales respuestas de defensa son el aumento 

de las especies reactivas de oxígeno (ROS) y 

nitrógeno, cambios en la expresión de algunos genes, 

la activación de MAPKs, y la muerte programada de 

las células a nivel local o respuesta de 

hipersensibilidad (1).  

La activación de las defensas de las plantas se inicia 

al reconocerse las moléculas efectoras, generales o 

específicas del patógeno. Los efectores generales 

como quitina o flagelina son llamados patrones 

moleculares asociados a patógenos (PAMP) (11). En 

X. albilineans, el daño asociado por la fitotoxina 

albicidina (15) y la exposición a otras moléculas de la 

bacteria pueden servir como PAMP para proporcionar 

señales que activan la regulación y expresión de las 

proteínas asociadas con la resistencia Los hallazgos 

sugieren que la resistencia a X. albilineans se expresa 

durante el establecimiento de la infección sistémica 

(10). 
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Los resultados obtenidos en este trabajo constituyen 

una información importante para el estudio de los 

mecanismos de resistencia de plantas de caña de 

azúcar ante el ataque por la bacteria fitopatógena X. 

albilineans, considerando que es una primera 

aproximación del estudio de los genes involucrados 

en dicha interacción. Por lo tanto es necesario evaluar 

los genes con una expresión diferencial entre las 

plantas susceptibles de la variedad V 78 1 y la 

variedad resistente V 00 50, como por ejemplo: 

glutatión S transferasa, peroxidasa, citocromo P450, 

lectina, germina, leucotrieno hidrolasa, galactosa 

oxidasa e invertasa ácida, los cuales se expresaron 

sólo en la variedad resistente y pueden ser útiles 

como marcadores de resistencia en esta interacción. 

Estos genes de resistencia serían los candidatos para 

ser incorporados en programas de mejoramiento de 

este cultivo para ser empleados directamente como 

marcadores de la resistencia. 

 

2) Interacción Solanum tuberosum - Burkholderia 

gladioli. 

Una vez establecido este patosistema, aislados y re-

amplificados los fragmentos, se seleccionaron 28 por 

su calidad en cuanto a tamaño e intensidad y que 

hubieran arrojado valores de identidad dentro de un 

rango adecuado en los análisis de secuencias. Se 

encontraron alineamientos significativos con 

proteínas relacionadas con respuestas de defensa que 

corresponden a mecanismos de resistencia horizontal 

y respuesta hipersensible (HR) proporcionándole a la 

planta un mecanismo de defensa ideal contra un sin 

número de patógenos (no necesariamente de tipo 

bacteriano) y la activación de la respuesta sistémica 

adquirida (SAR), permitiéndole a la planta mantener 

estas respuestas de defensa en el tiempo.  

Se encontraron identidades significativas con genes 

codificantes para las siguientes proteínas:  

a) Proteína tipo alfa tubulina, proteína tipo 22 

asociada a la maquinaría de traducción y chaperona 

ADNJ tipo 15. Actúan en el reconocimiento del 

patógeno y el reordenamiento del citoesqueleto. 

b) Precursor de la apoproteína CP26 de unión a 

clorofila A-B y citochromo P450 tipo 71A4. Actúan 

en la respuesta local de defensa confinando al 

patógeno al sitio de infección; en la aparición de la 

lesión necrótica y señalización para inducción de 

SAR. 

c) Proteína homóloga a notum (Pectin Acetilesterase), 

cafeoil-CoA O-metiltransferasa tipo 5 y Proteína del 

floema tipo 2- A9. Actúan en el modelamiento y/o 

reforzamiento de las paredes celulares. 

d) Transportador putativo tipo 4 glicerol-3-fosfato, 

transportador ABC de la familia C, isoforma 2 y 

transportador ABC de la familia G, tipo 28. Actúan 

en la inducción de la SAR, transporte y modelamiento 

de ácido salicílico (SA) y ácido jasmónico (JA) en la 

SAR. 

e) Factor de transcripción tipo LHW. Regula SA y JA 

en SAR. 

f) Proteasa 1D específica tipo ubiquitina, isoforma X3 

y caja F del complejo ubiquitin- ligasa. Actúan en la 

ubiquitinación y SAR. 

g) Dominio putativo DUF26 tipo protein-kinasa y 

Sorbidraft – Exoribonuleasa (2) ARNm - ARN 

polimerasa II. Actúan en la señalización mediada por 

kinasas y SAR y otros mecanismos de regulación.  

h) Poliproteína putativa Gag/pol y retrotransposon 

putativo de la subclase Ty1. Regulan mecanismos de 

defensa mediados por la interferencia del ADN del 

patógeno por Ty1 y Gag/Pol. 

 

Se encontró que en ´Arbolona´ se expresaron un gran 

número de proteínas involucradas tanto en la 

inducción de mecanimos SAR y HR como en su 

regulación que no fueron expresadas en Granola ante 

la infección con B. gladioli (Tabla 1). 

 
´Granola´ ´Granola y 

Arbolona 

negra´ 

´Arbolona negra´ 

Retrotransposon 

Ty1. ARN Pol I. 

GagPol. 

DUF cinasa. 

A-tubulina. 

P22 de 

maquinaria 

traduccional. 

Citocromo 

P450. Proteína 

de unión a 

clorofila ab. 

Factor de 

transcripción 

LHW 

Sorbidraft-

exoribonucleasa. 

Cafas F ubiquitin 

ligasa y ubiquitin 

proteasa. Apoproteina 

CP26, Cafeoil- CoA 

O-metiltransferasa. 

Proteina de floema 2 

A9. Transportador G-

3-P. Transportadores 

ABCG y ABCC 

Tabla 1: Proteínas diferencialmente expresadas en 

respuesta a la infeccion con B. galdioli. 

 

En términos generales, es probable que la bacteria 

esté utilizando el sistema de secreción tipo VI (12) 

para infectar la planta y ´Arbolona negra´ sea capáz 

de activar, como primer mecanismo de defensa, el 

reordenamiento del citoesqueleto debido al 

incremento de los niveles de expresión de α-tubulina 

de la pectin-acetilesterasas y de la cafeoil-3-

metiltranferasa, reguladas en la traducción por la 

proteína 22 (14). Adicionalmente las chaperonas 

moleculares DnaJ, estarían activando liberando el 

factor bZIP al citosol, induciendo junto a los 

microtúbulos la relocalización del núcleo cerca del 

sitio de la infección (14). Las DnaJ a su vez 

inducirían la Muerte Celular Programada o HR, 

dependiente de MAPKKK seguido de una 

acumulación de ROS en el cloroplasto las cuales 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242078216
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interactuarían con el fotosistema II para mediar la 

modulación hormonal de ABA (16). Esto conduciría a 

la aparición de la lesión necrótica la cual provoca una 

respuesta generalizada indispensable en la activación 

de la SAR y mediada posiblemente por el 

transportador glicerol-3-fosfato relacionado con la 

sobreexpresión de genes de resistencia (5). Una vez 

activada la SAR, las hormonas JA y SA serían 

transportadas y moduladas en su expresión por el 

factor de transcripción LWH el cual es capaz de 

regular la velocidad y duración de la respuesta de los 

mecanismos de defensa, permitiéndole a la planta 

defenderse efectivamente a largo tiempo contra este 

patógeno. En conclusión, la metodología empleada 

para los ensayos de ADNc- AFLPs, resultó ser 

altamente efectiva para la detección de genes 

relacionados con respuestas de defensas en las 

interacciones planta-patógeno entre S. tuberosum y B. 

gladioli. Se logró la primera caracterización 

molecular de la respuesta de ´Arbolona negra´ ante la 

infección con un patógeno bacteriano mediante el 

ensayo de interacciones implementado. 
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La evaluación de enzimas relacionadas con el metabolismo del fósforo en plantas micorrizadas (fosfatasa ácida y alcalina) 

y la relación con su crecimiento y estatus nutricional, podrían ser criterios importantes de selección de Hongos 

Micorrízicos Arbusculares (HMA), eficientes en el crecimiento y establecimiento de especies arbóreas utilizadas en la 

recuperación de áreas perturbadas. El objetivo de este trabajo fue evaluar la respuesta de crecimiento, el contenido foliar 

de nitrógeno y fósforo y la actividad de las fosfatasas en raíces de cuatro especies arbórea (Bulnesia arborea, Caesalpinia 

mollis y Piptadenia flava y Plastynicium pinnatum), inoculadas con HMA nativos. Los resultados mostraron que la 

acumulación de biomasa total en plantas inoculadas (I) de B. arborea P. flava y P. pinnatum  fueron 44%, 30% y 35% 

mayores, respectivamente, con respecto a las plantas no inoculadas (NI), mientras que en C. mollis no se observaron 

diferencias significativas. La actividad enzimática en plantas I vario dependiendo de las especies, y éstas fueron 

significativamente mayores que el tratamiento no inoculado (NI). Se concluye que una mayor respuesta de crecimiento en 

plantas inoculadas, está asociada con una mayor acumulación de biomasa y una mejora significativa en los contenidos de 

nutrientes foliares (N y P). 

  

Introducción 

En Venezuela, las continuas perturbaciones 

antrópicas de los bosques secos y vegetación 

asociada han producido que extensas áreas sean 

consideradas en la categoría de riesgo de 

eliminación, más alta (en peligro o en peligro 

crítico), según los criterios establecidos en el 

Libro Rojo de los Ecosistemas Terrestres de 

Venezuela (8). En la Península de Macanao, 

ubicada al oeste de la Isla de Margarita, la 

explotación de minas de arena a cielo abierto se 

ha llevado a cabo durante cinco décadas (6). Este 

tipo de perturbación implica el movimiento de la 

superficie del suelo, lo cual ha alterado 

radicalmente la matriz suelo-vegetación, tanto en 

el sector norte como en el sector sur de la 

península (6). Hoy en día es una imperante la 

necesidad realizar estudios conducentes a 

investigar, no sólo las especies vegetales 

afectadas por los disturbios, sino las asociaciones 

que éstas poseen con los diferentes 

microrganismos del suelo, con el fin de 

establecer criterios de selección planta-

microorganismos cónsonos con el ambiente.  

Entre las diferentes especies arbóreas que se han 

utilizado para la recuperación de áreas 

degradadas, las leguminosas pasan a ser una de 

las familias más importantes, no sólo por ser 

capaces de formar simbiosis con 

microorganismos fijadores de nitrógeno 

atmosférico (rizobios), sino también porque la 

presencia de ambos simbiontes (rizobio-MA) es 

estrictamente necesaria y se complementan 

funcionalmente (2). La contribución de la MA en el 

mejoramiento de la nutrición de elementos como el 

fósforo (P), deberá estar relacionada con todos los 

mecanismos de incorporación de P desde el suelo 

hasta la planta hospedera, asociado a la presencia de 

enzimas que incrementen la absorción del mismo o su 

intervención en los procesos metabólicos del P dentro 

de la planta. La mineralización del fósforo es un 

proceso enzimático mediado por las fosfatasas 

(2,3,5), las cuales catalizan la hidrólisis de enlace 

éster C-O-P característico de los compuestos 

orgánicos. Estas enzimas son inducibles y se 

producen predominantemente bajo condiciones de 

baja disponibilidad de P. Las fosfatasas han sido 

clasificadas en alcalinas y ácidas, de acuerdo a su pH 

óptimo en la reacción de hidrólisis que llevan a cabo 

por debajo o por encima de pH 7. Las fosfatasas 

alcalinas (FAl) son secretadas principalmente por 

bacterias, mientras que las fosfatasas ácidas (FA) son 

secretadas tanto por bacterias como por hongos 

saprofitos y micorrizas; igualmente, son ubicuas en 

las plantas y se encuentran localizadas principalmente 

en el citoplasma (2,4). El papel de la actividad 

enzimática en el control bioquímico del metabolismo 

del fosfato en las MA es aún materia de especulación; 

sin embargo, las evidencias muestran la acción de 

varias enzimas en los procesos de nutrición de P 

(2,4). Se ha encontrado actividad de la fosfatasa 

alcalina dentro de las vacuolas de las hifas que 

acumulan fosfatos, y particularmente alrededor del 

tonoplasto del hongo, mientras que la actividad de la 

fosfatasa ácida se ha encontrado en el citoplasma de 

las células radicales y en los extremos de las hifas 



142 

 

externas del hongo. Su función dentro de las 

células de la raíz está asociada a la hidrólisis de 

los polifosfatos a formas Pi para su transferencia 

a la planta a través del arbúsculo. Se sugiere que 

su función en el micelio externo puede estar 

asociada a la incorporación de P en la rizósfera 

(2,4). 

El objetivo de este trabajo fue evaluar la 

respuesta de crecimiento, el contenido foliar de 

nitrógeno y fósforo  y la actividad de las  

fosfatasas ácida y alcalina en raíces de cuatro 

especies arbóreas Caesalpinia mollis H.B.K. 

(Caesalpinaceae), Piptadenia flava (DC) Benth.  

(Mimosaceae) y Platymiscium pinnatum (Jacq.) 

Dugand  (Fabaceae), inoculadas con HMA 

nativos del bosque (I) y no inoculadas (NI) en 

suelos no estériles del bosque de referencia. Las 

plantas fueron cosechadas a los 240 días. 

 

Resultados y discusión 

En la Figura 1 se muestra la acumulación de 

biomasa seca total en las diferentes especies 

utilizadas. El efecto positivo de la inoculación 

con HMA sobre las especies estudiadas, se 

observó por un incremento significativo en la 

acumulación de biomasa seca total en las plantas 

inoculadas (I) de B. arbórea, P. flava y P. 

pinnatum, que fueron del 44%, 30% y 35% 

mayores,  respectivamente, con respecto a la 

biomasa total acumulada en las plantas no 

inoculadas (NI), mientras que en C. mollis no se 

observaron diferencias significativas.  

 
Fig. 1. Biomasa total en 4 especies arbóreas del 

bosque seco. Letras diferentes indican diferencias 

significativas a p<0,05. 

 

Estos resultados sugieren que los HMA que 

colonizan las raíces de las plantas en los 

diferentes tratamientos varían en su capacidad 

infectiva. En este sentido, se considera que la 

presencia de diferentes HMA en condiciones 

naturales, varía en su capacidad de colonizar las 

raíces (infectividad) o incrementar las respuestas de 

crecimiento de las plantas (efectividad) y tanto la 

capacidad infectiva y/o efectividad varía cuando se 

producen inóculos.  El desempeño de los HMA va a 

depender de la combinación planta-hongo que se 

encuentren en condiciones naturales y de algunos 

factores intrínsecos de las plantas, como la 

susceptibilidad a la colonización y tasa de 

crecimiento de la raíz (2,10). Aunque la rápida 

colonización de MA se espera que provea una ventaja 

competitiva a las plántulas, el grado de colonización 

no se correlaciona necesariamente con el crecimiento. 

Cabe mencionar que los valores de colonización 

(datos no mostrados) en todas las especies analizadas 

fueron altos (<30%). Resultados similares han sido 

señalados para algunas especies leñosas en Brasil 

(9,10). Existe una variación considerable entre las 

especies de plantas en cuanto a la sensibilidad de ser 

colonizadas que dependerá de las variables 

ambientales, especialmente cuando la concentración 

de P en el suelo es alta; en este caso, los valores de P 

oscilan entre 7-8 ppm. Pareciera entonces que existe 

un amplio intervalo en la capacidad de respuesta a la 

colonización por HMA en especies leñosas, que se 

asocian en parte con la demanda nutricional de las 

especies vegetales, sus características, ecofisiológicas 

y el estado sucesional (o grupo funcional) de las 

mismas (10). Igualmente, en estudios conducentes a 

evaluar la respuesta de crecimiento de especies 

arbóreas, se deben tomar en cuenta aspectos 

relacionados con los morfotipos de HMA presentes 

en los inóculos, ya que al igual que las especies 

vegetales, estos presentan diferentes estrategias de 

crecimiento, que afectará no sólo la infectividad de 

los mismos, sino su eficiencia en producir respuesta 

de crecimiento (1,2 9). 

 

La evaluación de la actividad de las fosfatasas ácida 

(FA) y alcalina (FAl) en plantas inoculadas fue 

significativamente mayor en relación a las plantas del 

tratamiento no inoculadas. Bulnesia arbórea, 

Piptadenia flava y P. pinnatum mostraron los 

mayores valores de actividad de FAl. 

 

La actividad FA presentó la misma tendencia, en 

cuanto a que las plantas inoculadas presentaron 

valores significativamente mayores que las plantas no 

inoculadas, a excepción de C. molli, que no mostró 

diferencias significativas entre los tratamientos (Fig. 

2). 
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Fig. 2. Actividad de la fosfatasa alcalina (A) y 

fosfatasa ácida (B) en raíces de 4 especies arbóreas. 

Letras diferentes indican diferencias significativas a 

p<0,05. 
 

Por lo general, los incrementos en las actividades 

de las fosfatasas ácida y alcalina en las plantas 

inoculadas se encuentran asociadas al inicio de la 

respuesta por parte de las plantas a la 

inoculación, en términos de acumulación de 

biomasa. Sin embargo, hay que considerar que el 

tratamiento sin inocular utilizado en este trabajo 

fue el suelo natural sin esterilizar, lo que indica 

que estas plantas igualmente se encuentran 

micorrizadas. Otros trabajos realizados en 

especies arbóreas en bosque nublados y bosques 

deciduos mostraron que plántulas de especies 

arbóreas presentaban una relación positiva entre 

el incremento de la actividad de la fosfatasa ácida 

y alcalina y la respuesta de crecimiento de las 

especies (1,4,7). 

 

En muchos casos, la respuesta de crecimiento de 

las especies puede relacionarse con el 

mejoramiento en la incorporación de P, que se 

evidencia por un mayor contenido de fósforo 

foliar en las plantas en los tratamientos 

inoculados. En este sentido, aunque en ambos 

tratamientos se presentó colonización 

micorrízica, las diferencias en los contenidos de 

P foliar en las plantas inoculadas fue 

significativamente mayor en ambas cosechas, lo 

que podría atribuirse a una mayor eficiencia en la 

incorporación de P por parte de las especies de 

HMA que dominan el inóculo. Estos resultados 

apoyan hallazgos anteriores que indican la 

importante contribución de las micorrizas 

arbusculares en el crecimiento vegetal y el aumento 

de la absorción de P al menos durante algunas etapas 

de desarrollo de la planta (9,10). En el caso de los 

contenidos foliares de N, se observó que las plantas I 

presentaron los mayores valores en comparación con 

las plantas cultivadas en suelos sin esterilizara 

excepción de C. molli (Fig. 3). 

 
Fig. 3. Contenido de: A) P y B) N foliar en 4 especies 

arbóreas. Letras diferentes indican diferencias 

significativas a p<0,05. 
 

El  índice de respuesta micorrízica (IRM) determina 

el grado en el cual una planta se beneficia de la 

presencia de las MA y es frecuentemente utilizado 

para comparar la eficiencia simbiótica de distintos 

inóculos (6,7). En este caso la respuesta fue evaluada 

en términos de producción de biomasa de plantas 

creciendo en suelo nativo versus plantas creciendo en 

suelo nativo e inoculadas (Tabla 1).  

 
Tabla 1. Índice de respuesta micorrízica en 4 especies 

arbóreas. 

 
 

Los valores de IRM mostraron ser mayores del  20%,  

que indica que todas las especies, a excepción de 

C.molli, tuvieron una respuesta de crecimiento 
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positiva ante el proceso inoculación con MA. 

Pareciera entonces que las especies en zonas 

áridas, donde el único factor que está afectando la 

disponibilidad de P son los prolongados períodos 

de sequía, el IRM tiende a valores ≤ al 50% 

(considerado como un IRM moderado), mientras 

que las especies que crecen en suelos ácidos, 

tanto la dependencia como en la respuesta 

comprenden valores ≥ 50% (1,9,10). Cabe acotar 

que en muchos casos esta respuesta está asociada 

a la compatibilidad funcional que las especies 

presenten con determinado inóculo (6). En este 

trabajo, aun cuando no se logró caracterizar el 

inóculo utilizado, la lista obtenida de los 

principales morfotipos en la rizósfera de las 

especies vegetales estudiadas (datos sin publicar), 

permite inferir que la producción del inóculo 

podría haber favorecido el crecimiento de alguna 

especies o géneros cuyas características 

funcionales hayan sido una rápida colonización y 

eficiencia, como sería el caso de Glomus, el cual 

fue el morfotipo más abundante en todas las 

especies estudiadas (1,6,7). Faltarían estudios 

más detallados para corroborar de manera más 

precisa este resultado.  

 

Se concluye que una mayor respuesta de 

crecimiento en plantas inoculadas, está asociada 

no sólo con la asignación de biomasa a 

compartimientos con actividad fisiológica 

(vástago), sino también a una mejora significativa 

en los contenidos de nutrientes foliares (N y P) y  

en la actividad  de las enzimas relacionadas con 

el metabolismo del fósforo. Igualmente, se debe 

considerar el uso de inóculos de micorrizas como 

una herramienta importante en ensayos de 

restauración y que se deben utilizar no sólo los 

propágulos nativos del suelo, sino también el 

suelo donde la planta crece (sin esterilizar), de 

manera de obtener resultados muchos más 

cónsonos con el ambiente que se está estudiando. 
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La anatomía foliar ha mostrado ser de utilidad taxonómica en numerosos grupos de angiospermas. El estudio de las 

características morfoanatómicas de la hoja de la familia Bromeliaceae, se viene planteando también con objetivos 

diversos. Gracias al aporte extraordinario hecho por la Sociedad Venezolana de Bromeliología ,  contamos con una 

colección de especies de Bromelias, las cuales, sumadas a las que crecen de manera natural en nuestro Arboretum 

constituyen el objetivo principal de esta investigación. Es nuestro interés, realizar un estudio detallado de la hoja de los 

diferentes taxa de Bromeliaceae, para determinar caracteres de valor diagnóstico que permitan su mejor identificación y 

evaluar aquellos caracteres que puedan tener valor adaptativo, para su mejor comprensión, establecimiento y 

mantenimiento. En estudios previos, hemos caracterizado los frutos y semillas de algunas especies y destacado tanto su 

valor diagnóstico, como su importancia en la estrategia de diseminación y distribución   de las mismas. Las 21 especies 

que hasta el momento hemos estudiado pertenecen  principalmente a las subfamilias Bromelioideae y Tillandsioideae El 

patrón anatómico foliar es el típico de la familia Bromeliaceae,  se observan  diferencias a nivel de subfamilia, género y  

especies Se establecen patrones de  tipificación y comparación, entre los géneros  y especies estudiados.  

Introducción 

La familia Bromeliaceae está conformada por 308 

especies, agrupadas en 56 géneros, siendo la de 

mayor número de especies dentro de las 

angiospermas originarias del Neotrópico. 

Tradicionalmente ha sido dividida en tres subfamilias: 

Pitcairnioideae, Tillandsioideae y Bromelioideae 

Presenta especies epífitas, terrestres y rupícolas, 

adaptadas a una gran variedad de hábitats que incluye 

páramos, bosques lluviosos de tierras bajas, bosques 

montanos, bosques nublados, sabanas, zonas secas e 

incluso rocas desnudas (1,3). En Venezuela de las tres 

subfamilias la mejor representada es la 

Pitcairnioideae, con 192 especies incluidas en 9 

géneros. Algunas especies de la familia son utilizadas 

con propósitos ornamentales y otras son de utilidad 

alimenticia, por su alto contenido en azúcares y 

vitaminas, o comercial, por la utilización de sus fibras 

en la elaboración de cordeles, hamacas, redes, entre 

otros (1). La información que se ha generado para la 

familia Bromeliaceae, está enfocada principalmente 

en el aspecto taxonómico, donde destacan las 

descripciones morfológicas y anatómicas, desarrollo 

de claves y en algunos casos el aspecto cariológico. 

(3,6). Este grupo es considerado monofilético debido 

principalmente a las siguientes sinapomorfías: a) 

tricomas multicelulares escamosos únicos para esta 

familia, b) cuerpos silíceos solitarios, largos en las 

células epidérmicas, c) perianto conspicuamente 

sepaloide y petaloide. La subfamilia Pitcairnioideae 

es la más primitiva de acuerdo a la estructura floral, 

Tillandsioideae de acuerdo al ovario principalmente 

súpero podría indicar que se ubica en una rama 

temprana de la familia, sin embargo sus semillas 

plumosas muestran un claro avance y su posición 

intermedia se evidencia en el elevado número de 

híbridos interespecíficos obtenidos principalmente en 

uno de los géneros más avanzados como es Vriesea. 

Bromelioideae con el ovario ínfero y fruto tipo baya 

se considera como la subfamilia más evolucionada 

dentro de la familia, la cual muestra una considerable 

distinción en la forma del polen, siendo comunes los 

híbridos interespecíficos. Tradicionalmente, la 

separación de Bromeliaceae en tres subfamilias se ha 

sostenido en el uso de distintos caracteres como tipo 

de margen de la hoja, posición del ovario, tipo de 

fruto y apéndices de la semilla (1,6). La anatomía 

foliar ha mostrado ser de utilidad taxonómica en 

numerosos grupos de angiospermas (4,6,7,8). Dentro 

de las Bromeliaceae, existen dos importantes trabajos 

en el aspecto anatómico. En el primero de ellos, se 

estudian especies de las tres subfamilias y encuentran 

que la epidermis expresa una alta especialización 

ecológica y posibles caracteres ocultos conservados 

que podrían expresar afinidades filéticas; además el 

autor reconoce tres clases de estomas. En el otro,  se 

evalúa la anatomía foliar de tres géneros de 

Pitcairnioideae: Navia, Connellia y Cottendorfia y en 

base a estos caracteres, elaboró claves para separar 

102 especies de los géneros estudiados. Se ha 

señalado, que la estructura de los estomas es bastante 

uniforme en los taxa infragenéricos o en géneros 
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relacionados, por lo que dentro de cada subfamilia 

tienden a tener características comunes, pero es 

necesario verificar esta tendencia incluyendo la 

mayoría de las especies (7). Gracias al aporte 

extraordinario hecho por la Sociedad Venezolana de 

Bromeliología al IBE, desde hace varios años 

contamos con una colección de especies de 

Bromelias, las cuales, sumadas a las que crecen de 

manera natural en nuestro Arboretum constituyen el 

objetivo principal de esta investigación. Es nuestro 

interés, realizar un estudio detallado de la hoja de los 

diferentes taxa de Bromeliaceae, para determinar 

caracteres de valor diagnóstico que permitan su mejor 

identificación y evaluar aquellos caracteres que 

puedan tener valor adaptativo, para su mejor 

comprensión y mantenimiento. 

 

Materiales y métodos                                                

 El área conocida como “Estación Experimental 

Arboretum IBE”, corresponde a un remanente de 

bosque seco premontano, deciduo, secundario, que 

cubre un área aproximada de 2 ha, situado en 

Colinas de Bello Monte, aprox. A 1200 msnm, al 

sureste de Caracas (municipio Baruta). El clima del 

Arboretum puede considerarse biestacional, con un 

periodo seco muy marcado, desde diciembre hasta 

mayo y otro húmedo, desde abril hasta noviembre; la 

precipitación anual promedio varía entre 550-1110 

mm
3 

y la temperatura media entre 18-24
o
C (5). Se 

recolectaron hojas maduras de las especies de 

bromelias del Arboretum del IBE. El análisis 

anatómico se realizó en la zona media de la hoja y la 

preparación del material se hizo mediante el método 

convencional para estudios morfoanatómicos. La 

morfología externa de la hoja, fue observada en un 

microscopio estereoscópico marca Zeiss KL1500, 

mientras que los cortes anatómicos fueron 

observados a través de un microscopio óptico marca 

Nikon 14 MLAB-2 y un microscopio óptico con luz 

polarizada marca Nikon OPTIPHOT; se tomaron 

fotografías en cada caso con una cámara digital. 

 

Resultados y Discusión: 

Bromelias registradas hasta el momento en el 

Arboretum-IBE: 
Aechmea aquilega, Aechmea fendleri, Aechmea 

blanchetiana, Aechmea ramosa, Aechmea 

orlandiana, Billbergia rosea, Bromelia pinguin, 

Canistrum sp., Neoregelia sp., Portea petropolitana, 

Quesnelia arvensis, Tillandsia anceps, Tillandsia 

balbisiana, Tillandsia flexuosa, Tillandsia 

recurvata, Tillandsia tenuifolia, Tillandsia 

usneoides, Tillandsia utriculata, Tillandsia 

variabilis, Vriesea alata, Wittrockia sp. 

Las 21 especies que hasta el momento hemos 

estudiado pertenecen  principalmente a las 

subfamilias Bromelioideae y Tillandsioideae. En 

estudios previos hemos caracterizado los frutos y 

semillas de éstas y destacado tanto su valor 

diagnóstico como su importancia en la estrategia de 

diseminación y establecimiento  de las mismas (2). 

Las especies en estudio se distinguen por los 

siguientes caracteres morfológicos foliares: grosor, 

consistencia, coloración  y presencia de espinas. El 

patrón anatómico foliar es el típico de la familia 

Bromeliaceae,  aunque se observan  diferencias entre 

ellas a nivel de subfamilia, género y en algunos casos  

entre especies. Se establecen patrones de  tipificación 

y comparación, entre los géneros  y especies 

estudiados. El mesófilo, con hipodermis mecánica en 

ambas caras, hipodermis acuífera, parénquima 

acuífero variable, en la cara adaxial y clorénquima en 

la abaxial. Algunas muestran un patrón estructural 

más homogéneo y no se observa, ni hipodermis 

mecánica ni parénquima acuífero (Tillandsia 

recurvata). Los paquetes de fibras extravasculares y 

los canales de aerénquima, varían en número y 

ubicación en Bromelioideae. En las hojas del género 

Tillandsia, los paquetes de fibras están ausentes (8). 

Se reportan idioblastos que contienen cristales de 

oxalato de calcio, tipo  rafidio, los cuales pueden 

encontrarse en la hipodermis acuífera de algunas de 

las especies (Bromelioideae) o en otras zonas del 

mesófilo (Tillandsioideae), dichos cristales pueden 

tener carácter diagnóstico para la familia 

Bromeliaceae (5,6,8). 
 

    
Quesnelia arvensis                     Wittrockia sp. 

 

     
   Tillandsia recurvata               Aechmea orlandiana 
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                         Billbergia rosea 

 

 Esta tipificación, coincide con estudios previos 

reportados por nosotros, en variedades y ecotipos de 

Ananas comosus del Amazonas y con lo reportado 

por otros investigadores (6,8). 

Es interesante destacar, el valor diagnóstico de  las 

escamas presentes en la familia Bromeliaceae, en las 

Bromelioideae se ubican en hileras y las células del 

disco y el ala no se diferencian fácilmente entre sí. En 

las Tilandsioideae, las escamas son más 

diferenciadas, presentando una asimetría en el ala que 

favorece la función de absorber agua del ambiente, se 

ubican cubriendo toda la superficie de la hoja. 
 

     

            
Escama asimétrica de Tillandsia recurvata, se 

observan los haces vasculares y el mesófilo 

homogéneo. CT. Luz polarizada 100x. 

     

             
Canal aerífero y aerénquima, con comunicación a la 

cámara subestomática en la epidermis abaxial de la 

hoja de Canistrum sp.CT. Luz polarizada. 200x. 

 

         
 

Aspecto general del corte transversal de la hoja de 

Canistrum sp. Se observa epidermis superior con 

base de escama, hipodermis mecánica, parénquima 

acuífero, parénquima clorofiliano, canales de 

aireación, haces vasculares y epidermis inferior. CT. 

Luz polarizada 200x. 

 

 

             
 

Epidermis superior con engrosamientos en forma de 

U, hipodermis mecánica, hipodermis acuífera y 

parénquima acuífero con células alargadas de 

Aechmea variegata. CT. Luz polarizada 200x. 

 

                   
 

Aspecto general en corte transversal de la hoja de 

Aechmea orlandiana. Se observa epidermis superior, 

hipodermis mecánica superior e inferior, haces 

vasculares, paquetes de fibras y canales en el 

mesófilo clorofiliano, base de escama en la 

epidermis abaxial. CT. Luz polarizada 200x. 

 

 

 



148 

 

              
 

 

Parénquima acuífero e idioblasto con paquete de 

rafidios en CT de hoja de Neoregelia sp. Luz 

polarizada 200x. 

 

 

Consideraciones finales 

 

 Las 21 especies que hasta el momento hemos 

estudiado pertenecen  principalmente a las 

subfamilias Bromelioideae y Tillandsioideae. 

 

 El patrón anatómico foliar es el típico de la 

familia Bromeliaceae,  aunque se observan  

diferencias entre ellas a nivel de subfamilia, 

género y en algunos casos  entre especies. 

 

 Se establecen patrones de  tipificación y 

comparación, entre los géneros  y especies 

estudiados. 

 

 Bromelioideae presenta mesófilo, hipodermis 

mecánica en ambas caras, hipodermis acuífera, 

parénquima acuífero variable en la cara adaxial 

y clorénquima en la abaxial.  

 

 Tillandsioideae muestra un patrón estructural 

más homogéneo y no se observa, ni hipodermis 

mecánica ni parénquima acuífero. 

 

 Los paquetes de fibras extravasculares y los 

canales de aerénquima, varían en número y 

ubicación en Bromelioideae. En las hojas del 

género Tillandsia, los paquetes de fibras están 

ausentes. 

 

 El patrón de tipificación es notablemente 

diferente entre Tillandsia recurvata y Tillandsia 

flexuosa 

 

 Los cristales de oxalato de calcio son de carácter 

diagnóstico para la familia Bromeliaceae. 
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Los estudios morfoanatómicos han resultado claramente efectivos para la diagnosis de especies de angiospermas 

silvestres y cultivadas. Venezuela cuenta con una flora vascular de más 200 familias y 16.000 especies. Entre éstas, se 

han identificado diversos complejos de especies dentro de la familia Lauraceae que requieren ser aclarados. Hasta la 

fecha, se han logrado descifrar caracteres diagnósticos entre los géneros Beilschmiedia y Persea para el Neotrópico. En 

este contexto, se condujo un estudio de la morfoanatomía foliar de las especies del subgénero Persea, a fin de identificar 

el entorno biosistemático del aguacate en virtud de su aprovechamiento comercial. Se caracterizaron nuevos atributos de 

potencial interés informativo a nivel taxonómico a partir de la morfoanatomía foliar, especialmente de valor diagnóstico 

entre especies. Con este nuevo conjunto de caracteres, se reconoció a P. schiedeana, P. steyermarkii, P. pallescens y P. 

americana como especies dentro del subgénero Persea. Consecuentemente, este estudio se amplió para incorporar todas 

las especies de Persea descritas para Venezuela (24 spp.) y abordar progresivamente la morfotaxonomía de Ocotea (84 

spp.), ya que ambos géneros resulta un gran reto por la diversidad y número de especies reportadas para Venezuela, 

conjuntamente con sus endemismos. 

 

  

Introducción 

La información de los caracteres anatómicos foliares 

en Lauraceae (1,7,8) ha resultado muy útil en la 

implementación de esta herramienta con fines 

taxonómicos. Nishida (7) caracterizó especies de 

Beilschmiedia para el Neotrópico a partir de 

atributos de la epidermis, así como de la anatomía 

del nervio medio y los patrones de venación. Otros 

autores han explorado más datos sobre la diversidad 

de caracteres epidérmicos y del nervio medio foliar 

en otros géneros de Lauraceae (3,10). Para la familia 

Lauraceae se han descrito casi 2.500 especies en 

todo el mundo, siendo el género Ocotea uno de los 

más grandes con más de 300 especies, seguido de 

Persea, con 85 (4). 
 

Enfoque morfotaxonómico de las especies de Persea 

subgénero Persea 
 

Kopp (5) describió las diferencias entre dos 

subgéneros de Persea, denominados Persea y 

Eriodaphne. El aguacate (Persea americana Mill) 

constituye la especie de mayor relevancia dentro del 

género y se empleó para caracterizar el subgénero 

Persea. Así mismo, se han descrito seis especies 

más dentro del subgénero y tres variedades para P. 

americana: drymifolia, nubigena y americana, con 

interés de adjudicar una entidad taxonómica válida a 

los grupos hortícolas de aguacate: Mexicana, 

Guatemalteca y Antillana, respectivamente. 

A partir de una revisión de herbarios nacionales y 

extranjeros (VEN, TEFH, EAP, HUH, NY y F) y de 

salidas de campo, se recolectó un conjunto de 

muestras para el análisis morfoanatómico siguiendo 

las técnicas tradicionales de herborización. La 

información morfológica se obtuvo por observación 

directa de la muestras a simple vista y con ayuda de 

microscopio estereoscópico, utilizando Delta System 

para la recolección y procesamiento de datos (2). Se 

seleccionó un conjunto de hojas para ser 

rehidratadas y realizar los estudios anatómicos, 

principalmente de la epidermis, mesofilo y nervio 

medio. Las epidermis fueron aclaradas utilizando 

una dilución de ácido nítrico, mientras que las 

preparaciones de nervio medio se realizaron con la 

metodología de doble tinción (6). 

La matriz elaborada en el Editor DELTA contó con 

165 caracteres cualitativos y 20 caracteres 

cuantitativos, para un total de 185 caracteres (125 

morfológicos y 60 anatómicos). La muestra estuvo 

representada por 106 unidades taxonómicas 

operativas (UTO). 

Se identificaron caracteres novedosos a partir de la 

morfología foliar e inflorescencias para la 

identificación taxonómica: la orientación, cobertura 

y dirección de los tricomas, características de la 
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venación foliar secundaria y terciaria, presencia y 

forma de las areolas, forma de las yemas florales y 

posición de las inflorescencias respecto al brote 

apical del tallo. Se encontraron diferencias en la 

dirección de los tricomas (lisos, ondulados y 

fuertemente ondulados), en la orientación de los 

mismos (adpresos, ascendentes y erectos) y en la 

cobertura de la superficie foliar, generalmente en la 

cara abaxial. El crecimiento de las inflorescencias va 

desde axilares a subterminales; y en este último 

estado, las nuevas inflorescencias pueden emerger 

en la punta de las ramas (en posición terminal) o por 

debajo de los nuevos brotes en crecimiento. Se 

identificaron tres contornos diferentes para las 

yemas florales: turbinado (ovoide con el extremo 

basal truncado), ovoide y subesférico.  

Los caracteres morfológicos potencialmente 

taxonómicos, identificados son: contorno de las 

láminas foliares, curso y unión de las ramificaciones 

secundarias, patrón de la venación terciaria, 

pposición de las inflorescencias respecto a la yema 

apical, forma de las yemas florales, ppresencia, 

dirección, orientación y cobertura del indumento en 

ramas, yemas, pecíolos, láminas foliares y tépalos. 

En corte transversal de la lámina foliar adyacente al 

nervio medio se observó una capa cuticular de 

grosor variable, desde menos de un cuarto hasta la 

mitad de la altura de las células epidérmicas; la 

epidermis resultó uniestratificada, formada por 

células rectangulares (con el eje mayor orientado 

periclinalmente) o cuadrangulares, hipodermis 

ausente. El parénquima en empalizada presentó 1 a 2 

hileras de células compactas, tabulares, donde 

generalmente las células de la hilera subepidérmica 

son más elongadas que la hilera siguiente, 

presentando con frecuencia células oleíferas 

incluidas. El parénquima esponjoso es laxo, 

compuesto por 3 a 6 hileras de células lobuladas. Se 

observó que los haces vasculares dispuestos en el 

mesófilo están rodeados de una vaina 

esclerenquimática transcurrente de epidermis a 

epidermis (Fig. 1a, b). 

La cara adaxial del nervio medio presentó atributos 

novedosos de carácter taxonómicamente informativo 

por sus diferencias en corte transversal, desde 

cóncava hasta convexa, formada comúnmente por 

colénquima subepidérmico o esclerénquima. Las 

diferencias entre especies, para este atributo, tienen 

aplicación taxonómica dentro del subgénero Persea, 

describiéndose P. schiedeana con superficie 

convexa, mientras que en P. floccosa, P. 

steyermarkii y P. pallescens resultó cóncava (Fig. 

1).  

El haz vascular central es típicamente colateral y 

puede tener un contorno cóncavo-convexo en forma 

de media luna o en forma de V (porción central de la 

cara abaxial en ángulo, no en arco), y está 

generalmente rodeado por una vaina de 

esclerénquima de grosor variable, abaxialmente 

ondulado a sinuoso (Fig. 1 c, d y 2).  

El parénquima abaxial del nervio medio está 

conformado por células de tamaño regular, a veces 

con inclusiones de células oleíferas en la región 

abaxial. En la cara abaxial se observaron hasta 11 

hileras de colénquima lagunar subepidérmico (Fig. 

1), llegando a encontrarse en algunos casos (P. 

americana var. drymifolia, P. pallescens) al menos 

una hilera de esclerénquima en posición 

subepidérmica (Fig. 1e).  
 

Fig. 1. Detalles del mesófilo y nervio medio de 

especies de Persea: mesófilo en P. steyermarkii (a) y 

P. americana (b) mostrando los haces vasculares 

transcurrentes; detalles del nervio medio en P. 

americana (c y d) mostrando el desarrollo de la 

vaina esclerenquimática alrededor de la vena 

media; zona abaxial del nervio medio en P. 

steyermarkii (e) y P. schiedeana mostrando 

esclerénquima y colénquima subepidérmicos. 

Leyenda: colénquima (col), epidermis (epi), floema 

(flo), esclerénquima (esc), parénquima (par) y 

xilema (xil). Barra = 500 µm (a y b), barra = 100 

µm (c y d).  

 

En vista paradérmica, las epidermis abaxiales tienen 

paredes periclinales lisas en su mayoría, pudiendo 
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ser granulosas en P. schiedeana y P. floccosa, y con 

proyecciones papilosas en P. steyermarkii y P. 

schiedeana. Las paredes anticlinales pueden ser 

gruesas o delgadas, generalmente de contorno 

variable (recto, ondulado o sinuoso), pero en P. 

schiedeana; P. floccosa y P. pallescens se observan 

siempre onduladas. Sólo los ejemplares del complejo 

Persea americana y P. schiedeana presentaron 

tricomas. 

En la Fig. 2 se ilustran algunos nuevos atributos 

descritos para su implementación taxonómica y 

biosistemática en Persea. 
 

 
Fig. 2. Nuevos atributos identificados relativos al 

haz vascular del nervio medio: a.- haz vascular 

segmentado por hileras de esclerénquima y rodeado 

de una vaina esclerenquimática de contorno 

ligeramente ondulado en la cara abaxial, b.- haz 

vascular compacto rodeado de una vaina 

esclerenquimática de contorno ondulado, c.- haz 

vascular segmentado con contorno sinuoso, d.- 

detalle de las ondulaciones y segmentación del 

nervio medio. Leyenda: colénquima (col), floema 

(flo), esclerénquima (esc) y xilema (xil). Barra = 

100 µm (en a, b y d); 500 µm (en c). 
 

La deposición de la cutícula en el cuerno posterior 

de las células oclusivas del aparato estomático tiene 

forma de labio grueso en Persea americana y en P. 

schiedeana, mientras que en P. steyermarkii y P. 

pallescens tiene forma de labio delgado. Sólo en P. 

schiedeana se observaron arrugas en la pared 

exterior de las células oclusivas. 

Se reconoció a P. schiedeana, P. steyermarkii, P. 

pallescens y P. americana como especies dentro del 

subgénero Persea. No se encontraron caracteres 

claramente definidos para diferenciar entre las tres 

variedades de P. americana a partir de la 

morfoanatomía foliar. 

Estudio de la anatomía foliar de las especies 

endémicas de Ocotea Aubl. para Venezuela. 

 

El género Ocotea ha sido poco estudiado debido al 

gran número de especies que agrupa y la diversidad 

morfológica de las mismas, resultando difícil un 

análisis completo y detallado del conglomerado de 

lo que hoy en día conocemos como el Complejo 

Ocotea. En Venezuela, el género tiene una 

representación de 84 especies descritas, las cuales 

han sido colectadas en diversos ambientes como 

bosques nublados, bosques pluviales, bosques 

caducifolios, arbustales tepuyanos, cumbres de 

tepuyes, sabanas de arena blanca, entre otros. La 

mayor diversidad de especies se presenta al sur del 

Orinoco con 41 taxones, siendo 20 de éstas  

endémicas de la Guayana Venezolana, 

principalmente distribuidas en las tierras altas del 

Pantepui. 

En vista de la cantidad de especies del género se 

hace difícil ajustar todos los caracteres dentro de una 

clasificación que resulte fácil de trabajar tanto 

directamente en campo como en herbario y/o 

laboratorio. La identificación de materiales 

vegetativos depositados en los herbarios se vuelve 

un reto para los taxónomos clásicos y la 

implementación de herramientas moleculares resulta 

costosa sólo para identificar los taxones y actualizar 

las colecciones de herbario.  

Actualmente, se ha encontrado que la aplicación de 

caracteres morfológicos y anatómicos foliares 

aportan información valiosa para la taxonomía de las 

Lauraceae (1,7,9). Los estudios morfológicos 

dirigidos al análisis de los patrones de venación, y 

los anatómicos, enfocados sobre la variación de los 

atributos epidérmicos y de nervio medio, podrían 

resultar potencialmente informativos de manera 

taxonómica. Dentro de este proyecto se pretende 1) 

elaborar una base de datos morfoanatómicos de las 

especies del género Ocotea como aporte al 

conocimiento taxonómico y florístico de la familia 

Lauraceae en Venezuela, 2) determinar caracteres 

morfológicos y anatómicos de relevancia 

taxonómica para la distinción de grupos de especies 

y/o de afinidades ecológicas, a fin de 3) generar una 

clave diagnóstica para las especies venezolanas 

estudiadas; 4) identificar los patrones biogeográficos 

de Ocotea en Venezuela, en función de los datos de 

herbario; y 5) contribuir con la curaduría de la 

familia Lauraceae en el Herbario Nacional de 

Venezuela (VEN). 

Hasta la fecha se han realizado preparaciones 

anatómicas del nervio medio y epidermis foliar de 

20 especies de Ocotea reconocidas como endémicas 

para Venezuela. Los patrones anatómicos muestran 

atributos variables e informativos como en el caso 

de las especies de Persea. Se han registrado 

diferentes estados/caracteres para la epidermis foliar, 
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tales como: paredes anticlinales delgadas, gruesas y 

muy gruesas, de contorno recto u ondulado, con 

deposiciones de cutícula en el cuerno posterior del 

aparato estomático en forma de labio grueso o de 

murciélago (Fig. 3). Así mismo, el nervio medio 

puede ser descrito con forma de media luna 

(cóncavo-cóncavo) o aplanado (ampliamente 

cóncavo-recto o ligeramente convexo). 
 

Fig. 3. Epidermis adaxiales y abaxiales en Ocotea 

basirecurva (a, b), O. glaucophylla (c, d), O. 

duidensis (e, f) y O. glabra (g, h) mostrando 

diferencias en el contorno y grosor de las paredes 

anticlinales así como en la forma de la deposición 

de la cutícula en el cuerno posterior del estoma. 
 

El análisis de estas especies será complementado en 

adelante con el estudio de la morfología foliar 

(patrones de venación mayor y menor, 

características del indumento, entre otros) y del fruto 

(cúpulas con margen simple o doble, hemisféricas o 

discoides, lenticeladas o lisas) a fin de ampliar la 

descripción original de las especies y plantear una 

clave de determinación. 
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El aguacate (Persea americana Mill.) ha sido uno de los cultivos más importantes en América Tropical debido a su 

evolución en conjunto con civilizaciones prehispánicas. Debido a la relevancia de sus frutos comestibles en la 

producción nacional y mundial, diferentes instituciones han caracterizado sus colecciones de germoplasma  mediante 

microsatélites, a fin de identificar huellas genéticas que revelen la estabilidad de los cultivares y sus vías de cruzamiento. 

Con una muestra de 96 individuos (49 cultivares) depositados en el banco de germoplasma del INIA-CENIAP, se 

ejecutó un análisis con 40 iniciadores SSR y 185 atributos morfoanatómicos. Los genotipos de aguacates evaluados 

resultaron distintos entre sí y pudieron ordenarse en grupos afines. Se identificaron 13 marcadores informativos. Los 

genotipos Mexicana y Guatemalteca fueron reconocidos con los iniciadores AVAG25, AVD017 y AVD022; mientras 

que los cultivares venezolanos de Guatemalteca×Antillana pueden separarse de los híbridos introducidos por diferencias 

en los loci AVD006, AVD022, AVAG22 y AVAG25. Se estableció un sistema de identificación de cultivares tomando 

los alelos y marcadores más influyentes en el análisis, con una eficiencia de resolución del 85%. Con ello, se podrá 

iniciar la certificación de plantas para cultivadores asistida con microsatélites, dentro de los planes de mejoramiento 

genético del cultivo.  

 

 

  

Introducción 

El conocimiento de la diversidad vegetal está 

vinculado al aprovechamiento de estos recursos con 

fines antrópicos. Cada forma silvestre adaptada 

progresivamente a la domesticación trascendió paso 

a paso las reglas de la evolución para incorporar los 

cambios fundamentales que el ser humano produjo 

con su interferencia a través del mejoramiento 

genético (10). 

Como parte de la planificación de un proyecto de 

mejoramiento, se analizaron e investigaron las 

especies emparentadas con el objeto de estudio junto 

con su entorno evolutivo y filogenético (10). En este 

contexto, se condujo un proyecto de investigación 

dirigido a esclarecer las relaciones y afinidades entre 

diferentes grupos hortícolas de aguacates (Persea 

americana Mill.) teniendo en cuenta cultivares 

nativos y extranjeros. 

Las implicaciones biosistemáticas de Persea 

americana y sus variedades, abordadas con 

herramientas moleculares (microsatélites, RFLP, 

entre otros), conllevan una visión agronómica 

dirigida al mejoramiento vegetal (10,13) con el 

objeto de identificar las relaciones entre especies 

silvestres y cultivadas, genealogías y otras 

características que aporten mayor rendimiento y/o 

resistencia a plagas y enfermedades (3,13). Por esto, 

resulta de gran interés aplicar estas herramientas, 

específicamente los microsatélites, al  mayor número 

de taxones posible para alcanzar una perspectiva 

taxonómica amplia que permita determinar las 

relaciones filogenéticas entre las especies de Persea, 

los subgéneros descritos por Kopp (12) y el posible 

origen  de  cada  una  de  las  variedades  descritas 

de P. americana. 
 

Caracterización molecular de cultivares de 

aguacate (Persea americana Mill.) con fines 

biosistemáticos y biotecnólogicos. 

 

El aguacate (Persea americana Mill.) ha sido uno de 

los cultivos más importantes en América Tropical 

debido a su evolución en conjunto con civilizaciones 

prehispánicas. El posible origen y domesticación del 

mismo se remonta a 10.000 años atrás. Se han 

descrito tres variedades de aguacates: P. americana 

var. americana, P. americana var. drymifolia y P. 

americana var. nubigena, las cuales coinciden con 

los grupos hortícolas reconocidos como Antillana 

(A), Mexicana (M) y Guatemalteca (G), 

respectivamente (12).  
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La aplicación de herramientas moleculares como 

RFLP (5,6) y microsatélites (1,3,8) ha apoyado la 

circunscripción de las tres entidades infraespecíficas 

y permiten identificar los procesos de hibridación 

y/o retrocruce que se han dirigido para mejoramiento 

del cultivo. 

La determinación de la hibridación e introgresión de 

genes a lo largo de estudios genealógicos en P. 

americana y sus variedades botánicas ha sido 

compleja, y conlleva una larga historia firmemente 

asociada al desarrollo de las civilizaciones 

mesoamericanas (5,6,9).  

Debido a la relevancia que representa el cultivo de 

aguacate (Persea americana s.l.) en la producción 

nacional y mundial de frutos comestibles, diferentes 

investigadores han caracterizado colecciones de 

germoplasma de aguacates a partir de microsatélites 

(SSR) a fin de identificar huellas genéticas propias 

que revelen la estabilidad de los cultivares y sus vías 

de cruzamiento. Se han realizado evaluaciones de 

diferentes cultivares de P. americana depositados en 

bancos de germoplasma de Florida (16), La Habana 

(14) y Málaga (2), respectivamente, utilizando 

microsatélites (SSR) para caracterizar todas las 

accesiones evaluadas y determinar diversas 

relaciones ecológicas y/o botánicas entre las mismas. 

Al menos 14 iniciadores (16) son altamente eficaces 

y útiles para identificar entre 224 accesiones y 

agruparlas en conjuntos representativos de los 

conocidos grupos hortícolas (2,5,14,16). 

De manera similar, Acheampong et al. (1) evaluaron 

172 genotipos de aguacate depositados en la 

colección de germoplasma de la Universidad de 

Ghana, utilizando 12 loci SSR. Los genotipos 

estuvieron representados por materiales de los tres 

grupos hortícolas y colecciones autóctonas 

realizadas en el campo. El promedio de alelos por 

locus encontrados fue de 4,42 y los valores de 

heterocigosidad esperada (0,51) fueron 47% más 

altos que los de heterocigosidad observada (0,36). El 

análisis de distancia genética fue bajo (0,00 a 0,07) 

dentro de los materiales autóctonos pero disímil 

respecto a los cultivares introducidos, de acuerdo 

con los criterios de los autores. Además de ello, los 

autores expresaron que el pool genético de las 

colecciones de aguacates de Ghana tiene mayor 

afinidad con los cultivares de Antillana que los otros 

grupos hortícolas incluidos (1). 

En Venezuela, la mayor colección de aguacates se 

encuentra depositada en el Banco de Germoplasma 

del INIA-CENIAP. A diferencia de las colecciones 

de Florida (16), Málaga (2) y La Habana (14), las 

cuales tienen un amplio registro de cultivares puros 

e híbridos del grupo Mexicana, la colección de 

aguacates del INIA-CENIAP está enriquecida con 

cultivares del grupo Guatemalteca e híbridos de 

Guatemalteca x Antillana introducidos y nativos. 

Esto se debe a la facilidad de cultivo de estos grupos 

en el clima tropical y la preferencia de los 

consumidores por el tipo de fruto que producen. 

Esta investigación generó nuevos datos obtenidos de 

40 iniciadores SSR y 185 atributos morfoanatómicos 

tomados directamente de los ejemplares de la 

colección del INIA-CENIAP. A partir de ambas 

fuentes de información se obtuvo la caracterización 

genotípica de los ejemplares venezolanos y 

extranjeros.  

Con una muestra de 96 individuos (49 cultivares) 

depositados en el banco de germoplasma del INIA-

CENIAP se ejecutó un análisis con 40 microsatélites 

(SSR) específicos para Persea americana. Las 

amplificaciones se visualizaron a través de 

electroforesis en geles de poliacrilamida y se 

identificó el número y tamaño de alelos para la 

caracterización de individuos y cultivares. Los 

parámetros genéticos (Na, Ne, Fis, Ho, He y 

frecuencias alélicas) se obtuvieron con POPGENE 

v.1.32. Todos los genotipos evaluados resultaron 

distintos entre sí y pudieron ordenarse en grupos 

afines. Se identificaron 13 marcadores informativos: 

AVA12, AVAG05, AVAG13, AVAG21, AVAG22, 

AVAG25, AVD006, AVD013, AVD017, AVD022, 

AVT143, AVT386 y AVT448. Na y Ne variaron de 

4 a 11 y de 2,46 a 8,18, respectivamente, mientras 

que los tamaños de alelos se ubicaron entre 73 y 376 

pb. La Ho osciló entre 0,1023 y 0,6105, y para la He 

se alcanzaron valores de 0,7227 a 0,8817. Se 

registraron 26 alelos raros, mientras que no se 

encontró ningún alelo fijo. Sólo el marcador 

AVT106 resultó monomórfico (8). 

Los resultados obtenidos a partir de los atributos de 

presencia/ausencia de bandas fueron analizados a 

través de análisis multivariante y nuevos programas 

de análisis filogenético, a fin de identificar los 

marcadores más influyentes en el estudio y las 

relaciones entre los cultivares puros e híbridos. Se 

demostró que existen diferentes linajes para un 

mismo grupo hortícola dentro de la colección y 

relaciones de parentesco entre cultivares nativos y 

extranjeros (8). 

La implementación de dendrogramas reticulados, 

aplicados en estudios filogenéticos, resultó efectiva 

para identificar patrones de parentesco genético 

entre cultivares, identificando linajes diferentes para 

un mismo grupo dentro de la colección y 

relacionando cultivares híbridos nativos e 

introducidos a través de un parental presumible. 

Estos dendrogramas permiten recuperar información 
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perdida luego del patrón heurístico del análisis, 

reintegrando nueva información dentro del árbol 

final. 

 

Habiendo reconocido los alelos y marcadores más 

influyentes en el análisis, se estableció un sistema de 

identificación de cultivares, utilizando 9 de los 18 

marcadores SSR que resultaron diagnósticos, con 

una eficiencia de resolución del 85%. Con ello, se 

podrá iniciar la certificación de plantas para 

cultivadores, asistida con microsatélites, dentro de 

los planes de mejoramiento genético del cultivo. 

Los genotipos Mexicana y Guatemalteca pudieron 

ser reconocidos con tres iniciadores específicos, 

mientras que los cultivares nativos de 

Guatemalteca×Antillana pueden separarse de los 

híbridos introducidos por diferencias en cuatro loci 

(AVD006, AVD022, AVAG22 y AVAG25). Esto 

puede ser explicado por razones ecológicas y por 

selección antrópica dirigida por las características de 

preferencia del fruto en el mercado local (8). 

Respecto a la información morfoanatómica, 71 

caracteres morfológicos y 30 caracteres de la 

anatomía foliar resultaron potencialmente 

informativos para la discriminación de grupos; así 

mismo se identificaron caracteres novedosos para el 

estudio biosistemático de aguacates cultivados 

relativos al indumento y la anatomía del nervio 

medio foliar. Los cultivares de Mexicana y Antillana 

pueden ser diferenciados entre sí por varios atributos 

morfológicos y anatómicos foliares, mientras que en 

los ejemplares de Guatemalteca no se encontraron 

caracteres diagnósticos, sino que los estados 

registrados en este caso se solaparon con Antillana. 

Mexicana resultó el grupo hortícola con mayor 

cantidad de caracteres diagnósticos (15). 

Se identificó que la presencia de olor anisado en los 

tallos, la sección transversal y pubescencia de las 

ramas, el contorno foliar, la presencia de bases 

cordadas o cuneadas y la ramificación de las venas 

secundarias pueden emplearse con fines 

taxonómicos, principalmente para separar entre los 

cultivares de Mexicana y de Antillana. Aunado a 

estos atributos, el indumento resultó variable y 

potencialmente informativo. Los tricomas siempre 

son simples y unicelulares, pueden variar sobre las 

ramas, pecíolos, láminas foliares y tépalos en su 

dirección (de lisos a ondulados), orientación 

(adpresos hasta erectos) y cobertura (desde muy laxa 

a medianamente densa) (15). 

Se confirmó la variabilidad en formas y tamaños de 

los frutos descritas por Avilán y Rodríguez (4) (Fig. 

1); sin embargo no se encontraron diferencias en la 

morfología de las inflorescencias propuestas por 

Ferrer Pereira en especies silvestres de Persea (7) 

(Fig. 2). 

Al comparar los caracteres potencialmente 

descriptivos y taxonómicos entre grupos hortícolas 

junto con los atributos empleados en los descriptores 

de aguacate (4,11), se encontraron diferencias 

notorias por la importancia relativa de la inclusión 

de nuevos atributos morfológicos y anatómicos para 

la identificación de los materiales, además de la 

implementación de los caracteres moleculares de las 

secuencias SSR como una herramienta 

multifuncional de identificación y certificación de 

plantas dentro del Banco de Germoplasma del INIA-

CENIAP resulta como novedad derivada de esta 

investigación. Toda esta certificación puede influir 

sobre la versatilidad de los programas de 

mejoramiento genético conducidos en la colección a 

mediano y largo plazo.  

 

 

 

Fig. 1. Variación en la forma de los frutos 

observados en campo: a.- oblonga en Esparta 

(Guatemalteca x Antillana nativo), b.- obovada-

piriforme en Mexicola (Mexicana), c.- oblata en 

Winslowson (Guatemalteca x Antillana introducido) 

y d.- obovada en Hass (Guatemalteca x Antillana 

introducido). 
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Fig. 2. Ramas e inflorescencias de cuatro cultivares 

de aguacates depositados en la colección del INIA-

CENIAP: (a).- Simmonds (Antillana), (b).- Lozada 

(Guatemalteca x Antillana nativo), (c).- Figueroa 

(Guatemalteca x Antillana nativo), (d).- Secundino 

(Guatemalteca). 
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La Biosistemática se vale de la integración de diferentes fuentes de evidencia a fin de interpretar procesos evolutivos que 

resultan de utilidad para caracterizar grupos vegetales, y sobre todo, como fuente de información básica para ayudar en 

el desarrollo de planes de preservación y manejo adecuado de nuestra biodiversidad. En este sentido, se presenta el 

estado de avance de cuatro proyectos de investigación relacionados directamente con la caracterización de la flora 

venezolana en distintas regiones del país; bien sea con fines ulteriores de conservación, como son los estudios en 

poblaciones simpátricas de las especies de mangle rojo presentes en el oriente de país, el estudio florístico y 

ecoanatómico en la sierra de Baragua, al noroccidente del edo. Lara, y la revisión del género Carex para Venezuela; o 

bien, como aporte en la caracterización de almidones procedentes de cereales, leguminosas, frutos y tubérculos que 

crecen en nuestro país, a fin de abrir puertas a su utilización en su forma nativa o modificada en la industria de los 

alimentos, del papel, petrolera, textil, cosmética, etc. 

 

 

 

Introducción 

La Biosistemática se vale de la integración de 

diferentes fuentes de evidencia que van desde el 

nivel macro a lo micro, partiendo de la fuente mas 

tradicional que es la morfológica, pasando por la 

anatomía, hacia la citogenética, bioquímica y 

biología molecular, pudiendo integrar también a 

ellas evidencias biogeográficas y ecológicas a fin de 

interpretar procesos evolutivos que son de utilidad 

para caracterizar grupos vegetales, y sobre todo, 

como fuente de información básica de apoyo en el 

desarrollo de planes de preservación y manejo 

adecuado de nuestra biodiversidad. En este sentido, 

se presenta a continuación el estado de avance de 

cuatro proyectos de investigación relacionados 

directamente con la caracterización de la flora 

venezolana presente en distintas regiones del país. 
 

Caracterización anatómica foliar, citogenética y 

molecular del complejo mangle rojo (Rhizophora L.) 

en el oriente de Venezuela, con fines biosistemáticos: 

En Venezuela, los bosques de manglar cubren una 

extensión que alcanza los 2.500 km
2
, ubicados tanto 

en la línea de la costa continental como en muchas 

islas costa afuera (8). De las seis especies de mangle 

reportadas en Venezuela, el género Rhizophora 

contribuye con tres de ellas. Debido a que estas tres 

especies son morfológicamente similares y se 

distribuyen frecuentemente de forma simpátrica, su 

taxonomía ha sido problemática (9). Los trabajos de 

Breteler (1,2) argumentan que R. x harrisonii es un 

híbrido entre R. racemosa y R. mangle, cuya  ecología 

y morfología es intermedia y su distribución 

geográfica vinculada con la de ambos parentales. Sin 

embargo, otros autores han reconocido a estas tres 

entidades como tres especies distintas (2,5,7).  

Con el propósito de ampliar el conocimiento que 

existe acerca del complejo mangle rojo (R. mangle, 

R. x harrisonii y R. racemosa) en Venezuela, y 

aportar evidencias que faciliten su caracterización y 

delimitación biosistemática, se realizó una revisión 

de las exsiccatae depositadas en herbarios nacionales 

y las colecciones en línea de los herbarios BM, COL, 

K, NY, y MO, también un estudio embriológico y 

citogenético gametofítico para contribuir con el 

conocimiento reproductivo del grupo y sus posibles 

implicaciones biosistemáticas, información 

inexistente hasta el momento, así como un estudio 

anatómico foliar con el objeto de verificar aquellas 

características con valor sistemático y contribuir con 

la caracterización anatómica del género en 

Venezuela y el Neotrópico.  

Con respecto al estudio embriológico, las tres 

especies presentan flores completas, actinomorfas, 

tetrámeras, perfectas, con 8 anteras apiculadas, 

subsésiles, monotecas, con el conectivo muy grueso, 

masivo. Se observa en las tres especies un fenómeno 

de proliferación de tabiques internos que genera 

mailto:angie.silva@ciens.ucv.ve
mailto:rgonto@gmail.com
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anteras multiesporangiadas. Este fenómeno ya ha 

sido reportado en otras especies asiáticas como R. 

mucronata (16) y R. lamarkii (6), así como para R. 

racemosa (3), siendo la primera vez que se describen 

para R. mangle y R. x harrisonii. Se observa que el 

desarrollo de la antera es asincrónico, tanto entre 

anteras de la misma flor como dentro de una misma 

antera en sección longitudinal; por lo tanto, hay 

desfase en la microsporogénesis entre flores de una 

misma inflorescencia, anteras de una misma flor y 

entre el ápice y la base de una misma antera, 

comenzando antes el proceso en la porción basal que 

en la porción apical de la misma, vista en sección 

longitudinal. La microsporogénesis es de tipo 

sucesiva para las tres especies, y el tapete es de tipo 

secretor. Tal como lo esperado, no se encontraron 

diferencias en el desarrollo de la microsporogénesis 

entre las tres especies, produciéndose cuatro 

microsporas morfológicamente normales. Se sugiere 

profundizar el estudio a fin de observar mayores 

detalles morfológicos y citogenéticos, sobre todo en 

R. x harrisonii, así como sus implicaciones 

reproductivas y evolutivas.  

Con respecto al estudio anatómico, se reportan 

diferencias cuantitativas entre especies y poblaciones 

de cada una de las especie en relación al número de 

haces vasculares y número de capas de la 

hipodermis, número de capas de aerénquima y 

colénquima. Con respecto a R. x harrisonii se 

reportan valores anatómicos cuantitativos 

intermedios entre R. mangle y R. racemosa. Los 

resultados de este estudio indican que hay 

adaptaciones en los caracteres anatómicos del nervio 

medio y el peciolo asociados con la cercanía a la 

costa. En la actualidad, se evalúan otros caracteres 

anatómicos foliares, se describe el comportamiento 

meiótico de las tres especies y se combinan estas 

herramientas con marcadores moleculares (ADN 

cloroplástico, nuclear y SSRs) que permitan aportar 

evidencias para lograr una mejor comprensión del 

género Rhizophora en Venezuela. 
 

Composición florística, estructura, ecoanatomía e 

influencia de la herbivoría en dos bosques secos 

premontanos de la sierra de Baragua, edo. Lara, 

Venezuela: 

Esta investigación se lleva a cabo con la finalidad de 

comparar la composición, estructura y diversidad 

florística de las localidades El Ralo y Villa Rosa de 

la sierra de Baragua (mcpio. Urdaneta del edo. Lara), 

así como realizar un aporte en la interpretación 

ecológica de la anatomía de la madera y la hoja de 

algunas especies arbóreas de estas comunidades 

vegetales, en relación al ambiente en que se 

desarrollan y con la herbivoría caprina tradicional en 

la zona. El objetivo final es generar propuestas que 

permitan la posible recuperación de las zonas 

perturbadas por la herbivoría. 

A través del método de parcelas en diferentes pisos 

altitudinales se determinó la composición de familias 

botánicas presentes: Se realizaron 11 parcelas de 200 

m
2
 en la localidad de El Ralo, con un total de 2200 m

2
 

(0,22 ha), y nueve parcelas de 200 m
2 

en Villa Rosa, 

dando un total de 1800 m
2
 (0,18 ha). Al incluir 

solamente los individuos con DAP > 2,5 cm se 

encontraron 29 familias, 78 géneros (5 

indeterminados) y 100 especies (5 indeterminadas), 

donde Capparaceae (13), Fabaceae (10), Myrtaceae 

(10), Mimosaceae (9),  Malvaceae (7), Bignoniaceae 

y Euphorbiaceae (6), Cactaceae, Caesalpiniaceae, 

Malpighiaceae y Sapindaceae (5) y Verbenaceae (4) 

son las familias con el mayor número de especies. 

Dentro de los géneros mejor representados en 

especies se destacan Casearia (7), Machaerium (5) y 

Cynophalla (4). 

Las localidades estudiadas presentan una estructura 

vertical  conformada  por  tres  estratos: el  primero  

de 1-5m de alto, el segundo 5,1-10m y el tercero de 

individuos entre 10,1-15m, encontrándose algunos 

individuos emergentes entre 18-20m de alto. Éstos 

últimos se encuentran por lo general entre 12 y 20m 

en ambas localidades. Se observa una distribución 

diamétrica del área basal en forma de “J” invertida en 

todas las especies,  característica de los bosques 

tropicales, lo cual indica que la mayoría de los 

individuos en las parcelas inventariadas estuvieron en 

las clases I, II y III, superando en cada uno de los 

niveles altitudinales para cada localidad el 70% de los 

individuos con estos diámetros, disminuyendo la 

cantidad a medida que van aumentando los diámetros 

del área basal de las plantas evaluadas en ambas 

localidades. La mayor parte de los elementos 

registrados presentan alturas inferiores a 5m, 

encontrándose en El Ralo el 66,36% y en Villa Rosa 

el 67,05% de los individuos en intervalos entre 1-5 m; 

los elementos emergentes, corresponden a Bulnesia 

arborea, Guapira ferruginea, Helietta plaeana, 

Koanophyllum celtidifolium y Ruagea glabra en El 

Ralo, y a Clusia rosea, Abarema jupunba y Senegalia 

polyphylla en Villa Rosa.  

En relación a la abundancia relativa con respecto a los 

rangos altitudinales, las especies dominantes en El 

Ralo son las siguientes: Platymiscium diadelphum 

(33,51%) entre los 940-990 msnm,  Prosopis juliflora  

(30,84%) entre los 820-920 msnm y también 

Tetrapterys anisoptera (24,70%) entre 940-990 

msnm. En la localidad de Villa Rosa, Clusia rosea es 

la de mayor dominancia relativa (58,27%), ubicada en 

el intervalo superior (1070-1100 msnm); le sigue 

Tabebuia sp. (18,51%), que se presenta en el 
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intervalo inferior (970-1015 msnm), mientras que 

Myrciaria floribunda, ubicada en el intervalo 

intermedio (970-1015 msnm), presenta el tercer valor 

de dominancia relativa (15,27%).  

En cuanto al índice de valor de importancia de las 

especies (IVI), en la localidad de El Ralo los 

resultados mantienen la tendencia a mostrar la 

relevancia ecológica que representan Pilocarpus 

goudotianus, Prosopis juliflora, Tetrapterys 

anisoptera y Casearia sylvestris, así como 

Platymiscium diadelphum, que sobresale en dos de 

los tres intervalos altitudinales considerados. En Villa 

Rosa, las especies que mantienen la tendencia a 

mostrar la relevancia ecológica son Pilocarpus 

goudotianus, en dos de los tres intervalos 

altitudinales, y Clusia rosea, Phyllanthus 

botryanthus, Platymiscium diadelphum y 

Machaerium latialatum en los diferentes intervalos 

altitudinales considerados. De los tres parámetros que 

conforman el IVI, Pilocarpus goudotianus (AbR= 

72,15%, DoR= 24,40% y FrR= 22,72%), 

Platymiscium diadelphum (AbR= 48,20%, DoR= 

33,51% y FrR= 18,08%), y Prosopis juliflora (AbR= 

5,69%, DoR= 30,84% y FrR= 11,36%) prevalecen 

como las especie más representativas del bosque entre 

los 820 - 990 msnm, en la localidad de El Ralo. En 

Villa Rosa ninguna especie presenta los tres 

parámetros con máximo valor.  

Al evaluar los resultados de diversidad y riqueza, la 

zona alta de El Ralo presenta el valor más alto con 

respecto a la riqueza (65/0,1ha). En Villa Rosa, el 

índice más alto lo presentan la zona media y alta, en 

vista que muestran el mismo valor (53/0,1 ha). Las 

zonas altas en ambas localidades presentan el mayor 

índice de diversidad de Shannon-Weiner con respecto 

a las zonas medias y bajas, siendo el valor de El Ralo 

de 3,08 y en Villa Rosa de 2,84. Tomando un tercer 

índice de evaluación, como es el índice de Simpson, 

que muestra la probabilidad de que dos individuos de 

la misma especie sean tomados al azar, se obtiene que 

para el caso de El Ralo la diversidad se incrementa a 

medida que se va de la zona baja a la media y de la 

media a la alta; con respecto a Villa Rosa, los valores 

son similares en la zona baja y media, mientras que 

en la zona alta la diversidad es mayor, lo que revela 

que la probabilidad de que dos individuos de la 

misma especie sean tomados al azar en ambas 

localidades es baja. Comparando los valores de 

riqueza específica de acuerdo al índice de Margalef, 

la zona alta de El Ralo es la que presenta mayor 

riqueza de especies, con un valor de 9,34, mientras 

que la de menor riqueza específica es la zona baja de 

la localidad de Villa Rosa, con un valor de 3,52. Sin 

embargo, realizando el análisis de riqueza específica 

de las zonas medias y altas, se muestra un elevado 

índice de riqueza específica, mientras que las zonas 

bajas también muestran una diversidad considerable, 

ya que los valores obtenidos están muy por encima de 

los valores de referencia por el índice de Margalef, 

según el cual valores inferiores a 2 son considerados 

como zonas de baja riqueza específica y por encima 

de 5 como de alta riqueza. Por otro lado, los valores 

obtenidos en la determinación de la equidad entre las 

especies pueden considerarse como altos en ambas 

localidades, indicando que la distribución de las 

abundancias es más equitativa en las zonas altas que 

en aquellos intervalos de las zonas intermedia y baja. 

 
Revisión taxonómica del género Carex L. en 

Venezuela: 

La revisión del género está basada en el análisis de la 

literatura y en el estudio de los caracteres 

morfológicos de las exsiccatae depositadas en los 

herbarios nacionales: IVIC, MER, MERC, MERF, 

MY, MYF, PORT, UCOB, UOJ y VEN, además de 

los taxa venezolanos depositados en el herbario COL 

y de las colecciones propias. Paralelamente se 

consultaron las colecciones venezolanas del género en 

las páginas web de los principales herbarios 

extranjeros. También se identificaron muestras de las 

distintas colecciones revisadas que permanecían sin 

identidad o ésta estaba errada. Hasta el momento 

existen nueve secciones de Carex representadas en 

nuestro país, indicándose entre paréntesis el número 

de especies en Venezuela: Abditispicae (1), Fecundae 

(2), Ovales (6), Paniceae (1), Polystachyae (4), 

Porocystis (2), Stellulatae (1), Vesicariae (2), 

Vigneastra (1), quedando por evaluar 28 especies 

ubicadas en secciones aun por determinar. Las 

referencias originales, la data de las exsiccatae, el 

número de pliegos por especie en cada herbario y la 

categoría nomenclatural se hallan depositados en una 

base de datos que consta de 23 ítems: Sección, 

Especie, Autor, Taxones infraespecíficos, Sinonimia, 

Referencias, Problema, Colector, Número de 

colección, Fecha de colección, Fenología, Estado, 

Localidad, Coordenadas, Altitud, Distribución global, 

Hábitat, Comentarios, Determinación, Categoría 

nomenclatural (Holótipo, Isótipo, Parátipo) y 

Herbario depositario.  

 

Caracterización física de almidones nativos y 

modificados utilizando microscopía de luz 

polarizada: 

El almidón es uno de los polímeros de origen 

biológico que como carbohidrato de cadena larga 

posee mas versatilidad de uso en sus estados nativo y 

modificado, pudiendo ser explotadas sus cualidades 

no solo desde el punto de vista nutricional, debido a 

sus propiedades funcionales, sino en muy diversas 
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industrias de manufactura como la del papel, los 

plásticos, la petrolera, la cosmética, etc. Para ello, es 

necesario conocer el potencial de dichos almidones, 

otorgado por sus características físicas y químicas, 

que en el primer caso pueden ser descritas en detalle 

analizando los granos de almidón bajo un 

microscopio de luz polarizada, sacando partido de la 

birrefringencia que les otorga la cualidad cristalina de 

los mismos. Esta propiedad se refleja en la formación 

de zonas opacas y traslúcidas características de cada 

tipo de grano de almidón, siendo este patrón 

dependiente de las proporciones de las zonas amorfas 

y cristalinas según la disposición de las cadenas de 

amilasa-amilopectina propias de cada especie y de la 

difracción de la luz que produce el fenómeno 

conocido como Cruz de Malta.  

En colaboración con la Dra. Elevina Pérez (ICTA-

UCV), se vienen evaluando los almidones 

procedentes de muy diversas fuentes botánicas, que 

crecen como cultivos extensivos o en conucos en las 

mas alejadas zonas rurales del país. Las fuentes 

botánicas evaluadas hasta el momento son tubérculos 

como la yuca (14,15), el ñame (10,11), el ocumata 

(12) y el plátano (4). 

Las cualidades físicas de los granos de almidón les 

otorgan además una belleza que puede ser explotada 

desde el punto de vista artístico (13), haciéndolos 

acreedores de premios en concursos de fotografía 

científica. 
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El presente trabajo forma parte del proyecto ecológico y reforestación del eje de integración vial de los Valles del Tuy. El 

propósito de esta investigación fue realizar el inventario dendrológico de las especies localizadas en los bosques secos del área 

Kempis-Santa Lucía, zona donde se ejecuta la construcción de una autopista para mejorar la comunicación entre el occidente y 

el oriente del país. Se realizaron 95 salidas de campo y se registraron todos los individuos y especies arbóreas presentes en un 

área de 21 km de longitud y 214 Ha. Se inventariaron 4.327 individuos arbóreos, pertenecientes a 38 familias, 93 géneros y 117 

especies de angiospermas dicotiledóneas. Las familias con mayor número de especies resultaron las siguientes: Fabaceae, 

Mimosaceae, Bignoniaceae, Caesalpiniaceae, Euphorbiaceae, Myrtaceae, Anacardiaceae, Boraginaceae, Moraceae y 

Sapindaceae. Por otra parte, se determinaron las novedades botánicas para el estado Miranda, las especies más comunes y las 

especies con mayor volumen de madera. 
 

 

  

Introducción 

Se estima que la extensión global de las 

comunidades forestales en las áreas tropicales y 

subtropicales es cercana al 60% del total de esas 

áreas. De ellas, 25% corresponden a bosques 

húmedos y 35% a bosques secos (4,5,9,18). Los 

bosques húmedos tropicales han sido mejor descritos 

y cuantificados que los bosques secos, factor que le 

agrega importancia al estudio realizado, debido a 

que la zona en la cual se realizó el proyecto, presenta 

comunidades forestales principalmente del tipo 

bosque seco tropical. El bosque seco tropical es uno 

de los más extendidos del país. En Venezuela se 

reportan en distintos paisajes geomorfológicos: 

montañas bajas, colinas y altiplanicies. Son también 

conocidos como: deciduos, caducifolios, tropófilos y 

alisios. Este tipo de comunidad forestal alcanza su 

mayor área en regiones cuyo régimen de lluvias 

anuales varía entre 700 a 1200 mm, con un periodo 

de sequía de 3 a 6 meses, localizándose en altitudes 

de 0-1000 msnm (1,8,10,11). A pesar de ser uno de 

los bosques mayor estudiados en el país, para el 

estado Bolivariano de Miranda se tiene poca 

información botánica y ecológica de los bosques 

secos; solamente durante los años 80-90 se 

realizaron en los Valles del Tuy cercanos a Cua y 

Charallave una serie de investigaciones sobre la 

composición florística fisionómica y ecológica de 

esta región Mirandina (7,19,20,21,22,23). El 

propósito de esta investigación fue realizar el 

inventario dendrológico de las especies localizadas 

en el área Kempis-Santa Lucía, zona donde se está 

ejecutando la construcción de una autopista para 

mejorar la comunicación entre occidente y el oriente 

del país. Para iniciar estos trabajos, las autoridades 

ambientales exigen un censo detallado de las 

comunidades forestales a ser intervenidas; por 

consiguiente, se hizo necesario el inventario forestal 

y determinar cuáles son las especies arbóreas y tipos 

de bosques o comunidades vegetales que serán 

afectadas por la intervención (6,16,17). 

 

Metodología 

Área de estudio 

Ubicación geográfica 

Los bosques secos del tramo Santa Lucia-Kempis 

están ubicadas en los Municipios Paz Castillo y 

Zamora del estado Bolivariano de Miranda, con una 

longitud de 21,40 km y un área de 214 Ha (Fig. 1). 
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Fig. 1. Tramo carretera Kempis-Santa Lucía. 

 

Inventario dendrológico 

Colección de datos de campo e identificación 

taxonómica 

Se realizaron 95 salidas de campo a la zona de 

estudio, durante un año (noviembre 2014-septiembre 

2015) abarcando los periodos secos y lluviosos del 

año. Se hicieron observaciones de campo y con la 

yuda de una planilla anexa, se obtuvo información 

relacionada a la ubicación geográfica: progresiva, 

coordenadas; fecha y número de la salida de campo; 

también datos relativos al árbol: número de 

individuo, nombre común y científico, tamaño, 

diámetro (DAP), altura de la cruz, diámetro de la 

copa, volumen de madera, usos y estado 

fitosanitario. Todas las especies referidas al 

inventario fueron colectadas siguiendo la 

metodología tradicional de prensado y secado. Para 

su identificación taxonómica, fueron determinadas a 

nivel de especie con la ayuda de la bibliografía 

(2,3,12,13,14,15) y por comparación directa con 

especímenes botánicos, depositados en el Herbario 

Nacional de Venezuela (VEN). 

 

Resultados 

Flora Dendrológica 

Se inventariaron 4.327 individuos arbóreos 

pertenecientes a 38 familias, 93 géneros y 117 

especies de angiospermas dicotiledóneas. Las 

familias dominantes con mayor número de especies 

(cinco o más especies), resultaron las siguientes: 

Fabaceae (15 especies), Mimosaceae (13 especies), 

Bignoniaceae (7 especies), Caesalpiniaceae, 

Euphorbiaceae y Myrtaceae (6 especies), 

Anacardiaceae, Boraginaceae, Moraceae y 

Sapindaceae (5 especies). Estas 10 familias suman 

un total de 54 géneros y 73 especies, representando 

el 62% del total de las especies registradas (Tabla 1).  

 

Novedades botánicas: Nuevos registros para el 

estado Miranda. 

El estudio de la distribución geográfica en 

Venezuela de las especies inventariadas mediante la 

revisión del nuevo catálogo de la flora de Venezuela 

y de las exsiccatas depositadas en el Herbario 

Nacional de Venezuela, reportamos 11 nuevas 

adiciones para la flora del estado Miranda (Tabla 2). 

 

Tabla 1. Familias con mayor número de especies (5 

ó más). 
Familia N° de géneros N° de especies 

Fabaceae 9 15 

Mimosaceae 12 13 

Bignoniaceae 3 7 

Caesalpiniaceae 6 6 

Myrtaceae 3 6 

Euphorbiaceae 5 6 

Anacardiaceae 4 5 

Boraginaceae 2 5 

Moraceae 5 5 

Sapindaceae 5 5 

 54 73(62%) 

 

Tabla 2. Novedades botánicas: Nuevos registros 

para el estado Bolivariano de Miranda. 
Familia Especie Nombre 

común 

Araliaceae Schefflera morototoni Sun Sun 

Bignoniaceae Tabebuia capitata Araguaney 

Bignoniaceae Tabebuia guayacan Araguaney 

Bignoniaceae Tabebuia impetiginosa Araguaney 

Caesalpiniaceae Hymenaea courbaril Algarrobo 

Fabaceae Machaerium acutifolium Ñaure 

Fabaceae Machaerium arboreum Ñaure 

Fabaceae Platymiscium pinnatum Roble 

Fabaceae Platypodium elegans Lomo de 

caimán 

Moraceae Brosimum alicastrum Guaimaro 

Tiliaceae Luehea alternifolia Guácimo 

cimarrón 

 

Especies más comunes 

De los 4.327 individuos censados, se reportaron 10 

especies con una frecuencia mayor de 70 individuos, 

resultando como especies más comunes las 

siguientes: Senegalia polyphylla (Grifo) con 500 

individuos, Spondias mombin (Jobo) con 463 

individuos, Hura crepitans (Jabillo) con 321 

individuos, Erythrina poeppigiana (Bucare) con 191 

individuos, Mangifera indica (Mango) con 169 

individuos, Guazuma ulmifolia (Guácimo) con 121 

individuos, Lonchocarpus dipteroneurus (Grifo 

blanco) con 86 individuos, Vachellia macracantha 

(Cují hediondo) con 83 individuos y Tabebuia 
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impetiginosa (Araguanaey) con 72 individuos. Estas 

10 especies suman un total de 2.165 individuos 

representando el 50% total de las especies 

registradas (Tabla 3). 

 

Tabla 3. Especies más comunes. 
Familia Especie N° de 

individuos 

Senegalia polyphylla Mimosaceae 500 

Spondias mombin Anacardiaceae 463 

Hura crepitans Euphorbiaceae 321 

Erythrina poeppigiana Fabaceae 191 

Mangifera indica Anacardiaceae 169 

Samanea saman Mimosaceae 159 

Guazuma ulmifolia Sterculiaceae 121 

Lonchocarpus dipteroneurus Fabaceae 86 

Vachellia macracantha Mimosaceae 83 

Tabebuia impetiginosa Bignoniaceae 72 

  2.165 

(50%) 

 

Volumen de madera 

El volumen total de madera de los 4.327 individuos 

fue de 5.186 m
3
. Las especies que aportaron el 

mayor volumen de madera con más de 65 m
3
 fueron 

las siguientes: Spondias mombin (Jobo), con 914,11 

m
3
, Hura crepitans (Jabillo) con 710,40 m

3
, 

Erythrina poeppigiana (Bucare) con 579,20 m
3
, 

Senegalia polyphylla (Grifo) con 536,23 m
3
, 

Samanea saman (Samán) con 187,08 m
3
, Ceiba 

pentandra (Ceiba) con 150,62 m
3
, Cordia 

collococca (Cuajaro) con 104,27 m
3
, Platymiscium 

pinnatum (Roble) con 83,56 m
3
, Tabebuia 

impetiginosa (Araguaney) con 72,08 m
3
 y Ficus 

pertusa (Matapalo) con 67,76 m
3
. Estas especies 

sumaron un total de 3.405,31 m
3
, representando el 

65,6% del total de las especies inventariadas (Tabla 

4). 

 

Tabla 4. Especies con mayor volumen de madera. 
Especie Familia Volumen (m3) 

Spondias mombin Anacardiaceae 914,11 

Hura crepitans Euphorbiaceae 710,40 

Erythrina 

poeppigiana 

Fabaceae 579,20 

Senegalia 

polyphylla  

Mimosaceae 536,23 

Samanea saman Mimosaceae 187,02 

Ceiba pentandra Bombacaceae 150,62 

Cordi collococca Boraginaceae 104,27 

Platymiscium 

pinnatum 

Fabaceae 83,56 

Tabebuia 

impetiginosa 

Bignoniaceae 72,08 

Ficus pertusa Moraceae 67,76 

                                                                                                                     

3.405,31 (65,65%) 
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Los estudios ficoflorísticos la Región Centro Occidental de Venezuela se han venido realizando durante las últimas dos 

(2) décadas. Esta región abarca los estados Falcón, Carabobo, Aragua, Vargas, Miranda y el Parque Nacional Archipiéla-

go Los Roques. En esta oportunidad, presentamos los avances en la región mencionada durante los últimos dos años 

(2014-2015) y su inserción en la ficoflora de Venezuela. Estos estudios se organizan en dos aspectos: 1. Reportes que han 

contribuido a enriquecer el conocimiento de la ficoflora, 2. Incorporación de herramientas informáticas en el almacena-

miento y divulgación de los datos asociados a los estudios ficoflorísticos. Como una contribución importante a la divulga-

ción de información asociada a la ficoflora, se puede consultar un sitio web que registra información del Parque Nacional 

Archipiélago Los Roques, y se dispondrá muy próximamente de otro sitio web que registrará toda la información publica-

da referente a la ficoflora venezolana desde el año 1822 hasta el presente. Los aportes al conocimiento de la ficoflora 

venezolana a los cuales se tendrá acceso mediante estas herramientas son de gran interés, desde el punto de vista científico 

y divulgativo. 

 

Introducción 

Los estudios ficoflorísticos la Región Centro Occiden-

tal de Venezuela se han venido realizando durante las 

últimas dos (2) décadas. Esta región abarca los esta-

dos Falcón, Carabobo, Aragua, Vargas, Miranda y el 

Parque Nacional Archipiélago Los Roques (Fig. 1). A 

partir de la publicación de W. Taylor, en 1960, de su 

monumental obra: Marine algae of the eastern tropi-

cal and subtropical coasts of the Americas (19), se 

han realizado numerosos aportes de muchos investi-

gadores e instituciones venezolanas, entre otras el 

Instituto Oceanográfico de la Universidad de Oriente 

(Cumaná, estado Sucre), los Laboratorios Marinos de 

la Fundación La Salle y la Universidad de Oriente en 

la Isla de Margarita (estado Nueva Esparta), los gru-

pos de investigación de la Universidad Nacional Ex-

perimental Francisco de Miranda en Coro (estado 

Falcón), de la Universidad de Carabobo en Valencia 

(estado Carabobo), el Instituto Experimental Jardín 

Botánico "Dr. Tobías Laser" y el Laboratorio de Atra-

queophyta y Traqueophyta del Instituto de Biología 

Experimental en Caracas (Distrito Capital). Todas 

estas contribuciones se han venido reseñando en las 

distintas ediciones de las Memorias del Instituto de 

Biología Experimental de la UCV publicadas desde el 

año 1998 hasta el presente (9,16,17,18,20,21). En esta 

oportunidad, presentamos los avances en la región 

mencionada durante los últimos dos años (2014-2015) 

y su inserción en la ficoflora de Venezuela. Estos 

estudios se organizan en dos aspectos: 1. Reportes que 

han contribuido a enriquecer el conocimiento de la 

ficoflora, 2. Incorporación de herramientas informáti-

cas para el almacenamiento, consulta y divulgación de 

los datos asociados a los estudios ficoflorísticos. Los 

productos obtenidos se han reseñado en las mini revi-

siones ya mencionadas, distintas publicaciones en 

revistas arbitradas y presentaciones en eventos cientí-

ficos nacionales e internacionales. 

 
Fig. 1. Mapa mostrando la Región Centro Occidental. 

 

1. Reportes ficoflorísticos 

Desde comienzos del año 2006  se  han  venido  

desarrollando cuatro grandes proyectos, tres de los 

cuales ya fueron concluidos (5,10,14); el primero (5) 

tuvo como objetivo principal el estudio florístico de 

las localidades de Puerto Maya (estado Aragua) y 

Puerto Cruz (estado Vargas). Un segundo proyecto 

(14) tuvo entre sus objetivos, el inventario de la fico-

flora del Parque Nacional Henri Pittier (estado Ara-

gua) y sus áreas aledañas. El tercer proyecto deno-

minado "Ficoflora del Parque Nacional Archipiélago 

Los Roques (PNALR) (10), representa un estudio 

ficoflorístico completo de este parque (Fig. 2) y 
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persiguió como objetivos principales: 1. La actuali-

zación del inventario florístico de las Algas marinas 

del Parque Nacional, cuya más reciente 

actualización data del año 1965; 2. Realización de 

mapas geográficos del Archipiélago en los cuales se 

representó la distribución de las distintas especies; 3. 

Elaboración de una base de datos relacional que 

permitiera realizar búsquedas utilizando diferentes 

criterios utilitarios (categorías taxonómicas, 

distribución y posibles Usos biotecnológicos) 

mediante navegadores web; 4. Elaboración de un 

manual, con láminas a color e información de 

identificación, clasificación, descripción, 

distribución y usos de las especies presentes en el 

Archipiélago.  

 
Fig. 2. Mapa general del PNALR. 

 

Los resultados de este proyecto, permitieron la 

presentación de diez registros nuevos para la 

ficoflora del archipiélago (8,10,11) y se han 

adicionado además importantes registros nuevos 

para la ficoflora de Venezuela, tales como: 

Avrainvillea digitata, A. mazei, A. nigricans f. 

floridana, Penicillum dumetosus, Udotea caribaea, 

U. cyathiformis var. cyathiformis f. infundibulum y 

Caulerpa cylindracea (Chlorophyta); Taonia 

abbottiana (Ochrophyta); Centroceras internitens, 

C. micrachantum, Chondria platyrramea, 

Crouanophycus latiaxis, Ganonema megagynum, 

Neogoniolithon spectabile y Wrightiella blodgettii 

(Rhodophyta) (6,8,12,13,15) (Fig. 3). 

Adicionalmente el trabajo conjunto con 

investigadores de otras instituciones en el proyecto 

"Evaluación de la diversidad biológica marina del 

Parque Nacional Archipiélago de Los Roques", ha 

permitido aportar mayor información relacionada 

con la ficoflora de los ambientes submareales 

venezolanos (4,7). 

 
 

2. Incorporación de herramientas informáticas en la 

divulgación de resultados ficoflorísticos. 

A partir del año 2011, nuestra línea de investigación 

se amplía hacia la divulgación de resultados fico-

florísticos incorporando herramientas informáticas y 

diversas tecnologías web. Uno de los objetivos del 

proyecto ficoflora del PNALR, fue la elaboración  de 

una base de datos que pudiera ser consultada desde la 

web. Como resultados se diseñó esta base de datos (3) 

y una aplicación web (22) que incorpora distintas 

tecnologías informáticas y está disponible en la direc-

ción: http//www.ciens.ucv.ve/ficofloravenezuela/pnalr/index.php 

(Fig. 4 y Fig. 5). 

 

 
Fig. 4. Página inicial del sitio web Ficoflora PNALR. 
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Fig. 5. Ficha especie del sitio web Ficoflora PNALR. 

 

Usando también tecnologías web y árboles de deci-

sión, se presentó FICLAV (2), una clave taxonómica 

digital que representa una aplicación educativa esca-

lable, programada con software libre y accesible a 

través de Internet, de apoyo al usuario en la identifi-

cación de géneros del Phylum Ochrophyta. Adicio-

nalmente, dentro de los objetivos del proyecto 

PNALR, está la elaboración de un manual con lámi-

nas a color e información de identificación, clasifica-

ción y distribución de las especies del PNALR (11), 

el cual se encuentra culminado y en proceso de regis-

tro para ser publicado en físico y en versión digital en 

Internet (Fig. 6).  

 

 
Fig. 6. Manual PNALR. 

 

El cuarto proyecto, “Creación del Catálogo Taxonó-

mico Nacional de las Macroalgas Bénticas Marinas 

de Venezuela”, aún en ejecución, plantea dentro de 

sus objetivos: 1. Validar el mayor número posible de 

especies de macroalgas bénticas venezolanas, con 

énfasis en aquellas poco conocidas; 2. Diseñar una 

base de datos a partir de información bibliográfica y 

una aplicación informática sobre plataforma web que 

incluya funcionalidades para la consulta de informa-

ción asociada a especies, localidades, ubicación ge-

ográfica y referencias bibliográficas. En el marco de 

eventos nacionales se han presentado avances sobre el 

desarrollo de este catálogo taxonómico digital (1), 

cuyo sitio web, denominado Ficoflora Venezuela, 

(Fig. 7) será presentado y quedará a disposición para 

la consulta durante las Jornadas de Investigación y 

Extensión de la Facultad de Ciencias 2016 en la di-

rección http://www.ciens.ucv.ve/ficofloravenezuela/. 

 

Los aportes al conocimiento de la ficoflora venezola-

na que se generen con este proyecto serán de gran 

interés, no sólo científico sino académico, en función 

de lo cual se establece un conjunto de metas espera-

das, tales como: actualización del estatus de las dis-

tintas especies de macroalgas bénticas presentes en 

las distintas zonas costeras del país, y posibilidad de 

consulta de esta información aprovechando los bene-

ficios que proveen las tecnologías web, entre otras, 

superar las limitaciones geográficas y temporales de 

acceso a la información (a diferencia de las bibliote-

cas y fuentes en físico), la posibilidad de utilizar 

múltiples dispositivos (computadores, tabletas, celula-

res), poder realizar consultas por diversos criterios 

(cualquier nivel de la categoría taxonómica, ubicación 

geográfica, fuente bibliográfica), obtener fichas aso-

ciadas a las especies que pueden descargarse en for-

mato de documento portable (.pdf), guardarse para 

lectura posterior y compartirse con otros investigado-

res. Adicionalmente el sitio web Ficoflora Venezuela 

permitirá la consulta de galerías fotográficas y mapas 

dinámicos que indican la geo-referenciación de las 

localidades en donde se han reportado las especies. 

 

 
Fig. 7. Página inicial sitio web Ficoflora Venezuela. 
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La investigaciones desarrolladas en colaboración con otros grupos de investigadores sobre las macrófitas marinas en la 

costa venezolana, han consolidado una línea de estudios ecológicos y de aplicabilidad de los recursos ficológicos, 

además de la taxonomía tradicional de estos grupos. Para ello hemos incrementado el conocimiento de los hábitats en los 

que se desarrollan, las macroalgas, fanerógamas marinas sumergidas y de borde costero. El potencial económico de estas 

macrófitas ha comenzado a dar resultados promisorios que se traducirán en un mejor aprovechamiento de los recursos 

naturales  del ambiente marino y la protección de los hábitats en que estas se desarrollan. 

 

                                                                                                                

  
       Porphyra spiralis                 Figura 1.- Área de estudio en la costa venezolana.             Nemacystus howeii 
                                                                                                                                                         

Introducción 

En años recientes hemos incrementado el estudio en 

la región centro-occidental de la costa venezolana, 

debido a que en este sector se presenta una variedad 

de áreas rocosas, playas arenosas, arrecifes 

coralinos, manglares y lagunas costeras (13), donde 

se favorece el desarrollo de las macrofitas marinas, 

las cuales representan un recurso natural invaluable 

(Fig. 1). En lo que respecta a las macroalgas, debido 

a la heterogeneidad de los sistemas y a la alta tasa de 

recambio en el ambiente marino, hemos venido 

incrementando el número de registros para nuestras 

costas y ubicando aquellas localidades en las cuales 

podemos encontrar bancos naturales de algunas 

especies con interés económico (1). 

 

Estudios Taxonómicos 

En la actualidad se han realizado inventarios de 

macroalgas en las costas del estado Vargas (18), 

reconociendo nuevas especies del complejo 

Laurencia, así como en el área de Carenero-Los 

Totumos del estado Miranda (7,8,10). En la laguna 

de Tiraya del estado Falcón, se vienen estudiando las  

macroalgas asociadas al manglar (7,12) 

incrementando el conocimiento de nuestra ficoflora 

y ampliando la distribución geográfica en el mar 

Caribe (15). 
 

 Para el área de Paraguaná y costas aledañas del 

estado Falcón se han registrado más de un centenar 

de especies, incluyendo la presencia de Halophila 

estipulacea, una angiosperma marina que se ubicó 

por primera vez en el estado Vargas (15). El registro 

ficoflorístico de esta península se viene llevando a 

cabo en conjunto con la Dra. Sonia Ardito de la 

Universidad de Carabobo, quien inició este 

proyecto, como parte de su año sabático en nuestro 

laboratorio, durante enero-diciembre de 2011, 
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continuando activamente esta cooperación hasta el 

presente (2). En el área oriental, también hemos 

venido realizando estudios de las macroalgas 

presentes en el litoral rocoso de la zona noreste de la 

isla de Margarita. Todo esto ha contribuido al 

conocimiento de nuestra ficoflora, la cual parece 

más rica de lo que inicialmente se tenía pensado 

(9,14), ya que a través de los años de investigación, 

seguimos ubicando nuevas especies para nuestras 

costas, con potencial promisorio en la obtención de 

productos naturales para contribuir en la búsqueda 

de soluciones en la alimentación y salud pública 

(Fig. 2). (1,8,11,18). 
 

 
Figura 2. Laurencia dendroidea.  Nuevo registro para la 

costa venezolana. 

 

Estudios Ecológicos. 

Hasta el presente se han venido desarrollando 

estudios ecológicos sobre el fenómeno de surgencia 

el cual enriquece con aguas profundas, ricas en 

nutrientes la región costera de Venezuela y 

Colombia, Por ello hemos desarrollado algunos 

trabajos sobre las especies indicadoras de surgencia 

en la costa venezolana (3,5,6), obteniéndose datos 

interesantes sobre la presencia de estas especies, el 

cambio en su distribución y su cobertura en algunas 

áreas monitoreadas, particularmente en la isla de 

Margarita (19), en el oriente del país (Fig. 4). 

  

También se sigue estudiando la contaminación y su 

influencia dentro de las comunidades marinas 

costeras. Tradicionalmente se ha establecido que las 

Ulvales son indicadoras de contaminación, sin 

embargo, durante  los períodos de enriquecimiento 

natural, también se desarrollan amplias coberturas de 

este grupo de macroalgas. Para proponer algunos 

organismos como indicadores de contaminación, se 

hace necesaria la comprobación de factores que 

intervienen en el ambiente y pueden enriquecer las 

aguas con Nitrógeno y Fósforo, sin que se deba a 

procesos naturales, como es la surgencia. No 

obstante, el recambio de las especies en las 

comunidades de macroalgas es uno de los factores 

indicativos de la calidad del ambiente.  

 

Otra de las líneas de investigación en desarrollo es la 

de las angiospermas marinas y su papel dentro del 

ecosistema costero. Ésta  se ha venido realizando 

mediante la incorporación de trabajos 

interdisciplinarios con otros investigadores dentro y 

fuera del país conllevando al registro de Halophila 

stipulacea  para la costa venezolana (Fig. 3). En 

Venezuela, son escasos los estudios realizados en la 

evaluación de las comunidades de macroalgas y 

fanerógamas marinas sumergidas, las cuales 

representan una alternativa interesante, como refugio 

y criadero de diversas especies de fauna, tales como 

peces, moluscos, crustáceos y otros invertebrados, 

no menos importantes dentro del ecosistema marino-

costero (15,16,17). El progreso de estos estudios es 

promisorio en el conocimiento de la biodiversidad y 

su importancia económica. 

   

 
Figura 3. a) Cottoniella filamentosa con detalle de 

células flanqueantes y células del talo; b) Callithamnion 

acutum con detalle de tetrasporangios.  Nuevos registros 

para la isla de Margarita, estado Nueva Esparta. 

 

 
Figura 4. Registro por primera vez de flores masculinas 

de Halophila stipulacea en el Mar Caribe. 
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Fig. 5. Cultivo experimental de Zea maíz para la 

evaluación de los microelementos en arribazones de Los 

Totumos, estado Miranda. Germinación de un 95%. 

           

Estudios aplicados 

Después de la evaluación de las arribazones de 

macroalgas en la bahía de Los Totumos, en el estado 

Miranda, se ha venido realizando un trabajo 

experimental para evaluar la influencia que pueden 

tener los microlementos presentes en estas algas. 

Algunas plantas que vienen siendo evaluadas son  

exigentes en cuanto a microelementos, tales como el 

maíz (Zea maíz) (Fig. 5), los pimentones y el ají 

dulce, Capsicum sp., trabajo que se realiza en 

conjunto con la Dra. Ardito en la Universidad de 

Carabobo (20).  

 

Las macroalgas de arribazón son ricas en 

microelementos y éstos se encuentran en cantidades 

que pueden utilizarse para cultivos de diferentes 

rubros. Sin embargo, hasta el presente, toda esta 

biomasa excedente que se deposita sobre las playas, 

no se ha aprovechado y por lo general son dispuestas 

en los alrededores de las mismas, o simplemente se 

dejan descomponer, ocasionando malos olores y 

afeando el ambiente. Si las arribazones son 

aprovechadas, se puede mantener limpio el ambiente 

y utilizarlas en la manufactura de un abono orgánico 

enriquecido con microelementos, pudiendo 

obtenerse mejoras en el crecimiento de las plantas 

(Fig. 6) y constituir  una alternativa como actividad 

productiva para los pescadores y agricultores de las 

áreas costeras. 

  

Investigaciones en desarrollo 

En la actualidad se continúa el estudio de las 

macroalgas del complejo “Laurencia” en Venezuela, 

como parte de un macroproyecto para el área del 

Océano Atlántico, en cooperación con 

investigadores del Instituto Botánico y la 

Universidad de São Paulo, Brasil, bajo la dirección 

de la Dra. Valeria Cassano y la Dra. Mutue Toyota 

Fujii. Este proyecto se ha comenzado a ampliar con 

otros investigadores del país, mediante  cursos 

nacionales e internacionales para lograr un mejor 

conocimiento de este grupo, con un potencial 

farmacológico promisorio (4). 
                          

 

 
 

          

                                             

Consideraciones finales 

El desarrollo de líneas aplicadas de investigación, 

junto a las convencionales, nos permitirán asumir el 

reto de proporcionar soluciones a la sociedad en la 

que tenemos un papel protagónico, debido a nuestra 

vinculación con las Universidades en las que 

laboramos día a día, para formar el personal 

calificado que contribuya al progreso de nuestro 

país. 
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