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El movimiento rectilineo en el problema de los dos
cuerpos

Jose Gregorio Portilla

Observatorio Astrondmico Nacional, Facultad de Ciencias,
Sede Bogota, Universidad Nacional de Colombia

Resumen

Presentamos una descripcion de las tres soluciones analiticas del problema de los dos cuerpos clésico que corresponden al caso del
momentum angular cero. Se presentan las constantes de integracion y su relacion con la forma y orientacion de la trayectoria en el
espacio. Igualmente se propone un método de determinacion orbital para un objeto que cae en linea recta hacia el Sol con base en dos
observaciones angulares realizadas desde la Tierra.

Palabras clave. Problema de dos cuerpos, movimiento rectilineo, determinacion orbital.

Rectilinear motion in the two-body problem

Abstract

We present a description of the three analytical solutions of the two-body problem associated to the case of angular momentum equal
to zero. The constants of integration and their relationship with the shape and orientation of the trajectory are showed. Additionally, we
propose a method for determining a rectilinear trajectory of a body plunging into the sun based on two angular observations performed
from the Earth.

Key words. Two-body problem, rectilinear motion, orbit determination.

La ecuacion diferencial de movimiento relativo de un
cuerpo de masa m, con relacion al cuerpo de masa my es,
en notacion vectorial:

Introduccion

El problema de los dos cuerpos es, en mecanica celeste
clésica, el sistema mas extensivamente estudiado, no solo o2r u
por su simplicidad sino, ademas, por ser uno de los pocos Freie —r—SF, 1)
problemas cuya solucion completa se logra a través de la
obtencion de cantidades conservadas (denominadas inte-

grales de movimiento). De hecho, algunas de las técnicas
de perturbacién desarrolladas para abordar problemas de
tres 0 méas cuerpos, descansan en la solucion del problema
de los dos cuerpos.

Correspondencia:
José Gregorio Portilla, jgportillab@unal.edu.co
Recibido: 19 de enero de 2015
Aceptado: 18 de mayo de 2015
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donde T es el vector de posicion relativo (con compo-
nentes cartesianas x,y,z y la masa my colocada en el
origen de coordenadas), r su normay u = G(my + )
donde, a la vez, G es la constante de gravitacion universal.
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Como se sabe, la anterior ecuacion admite la integral
del momentum angular por unidad de masa h, esto es,

A=FxT, 2)

donde F es el vector velocidad (un punto sobre la cantidad
representa la primera derivada temporal de dicha canti-
dad; dos puntos, dos derivadas temporales). La existencia
de estas tres constantes (pues en el espacio tenemos que
h tiene por componentes hy, hy, hz, de modo tal que
h? = h% + h% + h%) indica que el movimiento se verifica
en un plano y, por ende, el sistema puede resolverse
utilizando dos grados de libertad. Ahora bien, nétese que
el momentum angular puede ser cero, lo que ocurre de
ser la velocidad nula o en direccion exclusivamente radial.

De forma casi que universal, la literatura describe
extensivamente las soluciones que dan lugar a aquellas
trayectorias que se obtienen cuando el momentum an-
gular es diferente de cero que, como es bien conocido,
corresponden a las secciones conicas: elipse, parabola e
hipérbola. En particular, se hace énfasis en la primera
ya que con dicha solucion es posible llegar a las con-
sabidas leyes de Kepler. Sin embargo, son muy pocos
(poquisimos) los autores que hacen referencia al caso
mas obvio y directo del que se pueda esperar de una ley
de fuerza que es radial y de atraccion: el movimiento en
linea recta, el cual corresponde al caso del momentum
angular nulo (ver Taff (1985), Chandrasekhar (1995)).
La razbn es simple: a pesar de que es un movimiento con
el que alguien aqui en la Tierra estd muy familiarizado
—basta con observar objetos soltados desde determinada
altura y que caen libremente en direccion al suelo—, no
se ha registrado el caso de un objeto que describa una
trayectoria en linea recta en direccion hacia el centro
de Sol. Lo mas parecido a esta situacion, que se sepa,
es el caso de los cometas rasantes al Sol los cuales,
por su trayectoria fuertemente eliptica o parabolica, y
su cercania al Sol en instantes previos a su perihelio
(algunos de los cuales resultan destruidos o seriamente
afectados), pueden considerarse, en primer grado de
aproximacion, como objetos en caida libre hacia el Sol.
De todas formas, seria prematuro descartar la existencia
de objetos, posiblemente cometas, que puedan seguir
trayectorias en caida libre en direccion al centro del Sol.

El proposito de esta comunicacion es doble: primero,
exponer con suficientemente generalidad el movimiento
en linea recta de mp con relacion a my; como veremos,
dependiendo de las condiciones iniciales, se tendra una
situacion analoga a la de las conicas: puede darse un
movimiento i) acotado (equivalente al caso eliptico), ii) de
escape con velocidad minima (equivalente al parabodlico)
y iii) de escape con exceso de velocidad (equivalente
al hiperbdlico). La exposicion de tal solucidon se hace
en términos de la obtencion de todas las integrales de

El movimiento rectilineo en el problema de los dos cuerpos

movimiento (energia, momentum angular y vector de
Laplace-Runge-Lenz) y, a diferencia de las anteriores
descripciones, se muestra la conexion entre las constantes
y los angulos que definen la orientacion de la drbita en el
espacio.

Segundo, se propone un método para obtener los
parametros orbitales que definen una trayectoria de un
objeto en caida libre con respecto al Sol observado en dos
tiempos distintos desde la Tierra. Hasta donde sabemos,
los métodos de determinacioén orbital estudiados hasta
ahora parten del supuesto de que el objeto en cuestion se
desplaza en una conica.

En lo que sigue se muestran inicialmente algunos
aspectos bésicos del problema de dos cuerpos, para
luego continuar con una exposicion de la generalidad del
movimiento rectilineo, describiendo los casos posibles
que dependen de las condiciones iniciales del problema.
Posteriormente se describe como es posible la determi-
nacion orbital de un objeto en movimiento rectilineo (con
velocidad nula en el infinito o, lo que es lo mismo, con ve-
locidad de escape minima en el infinito) siendo observado
desde la Tierra en dos tiempos distintos incluyéndose,
ademas, un ejemplo.

Movimiento en el plano

Se vio en la seccion anterior que la existencia del vec-
tor h, por ser constante (y ortogonal al plano formado
por el vector posicion y velocidad), implica movimiento
en un plano. En términos de las componentes del vector
posicion y velocidad, las componentes cartesianas de di-
cho vector estan dadas por:

hl = yz—1zy,
h2 = - XZ7 (3)
hs = xy—yx

Adicionalmente, la ecuacion (1) admite otra inte-
gral vectorial denominada vector de Laplace-Runge-Lenz,
dado por:

B=—— — @)

que se conoce también como vector excentricidad, el cual
esta contenido en el plano de la trayectoria y en direccion
de la linea de las apsides (la linea que une el centro de la
conica con los focos). Las componentes cartesianas de di-
cho vector (ey, €, €3) de modo tal que: & = € + € + €,
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estan dadas entonces por:

@ = o [P +E) -2 -
@ =, WEE) Yo=Y 6
& = Lll[ 2% +Y?) — 2xx+yy)] — %

Puesto que hes ortogonal al plano de la 6rbita y Eesta
en direccion de dicho plano se tendrd que h-8= 0y asi:

hie; + hyey +hzes =0,

lo que significa que una de las constantes puede colocarse
en términos de las otras cinco.

Utilizando coordenadas polares (r, 6) y recordando
que el vector velocidad en tales coordenadas es: r=
rf+r@0 donde 'y 6 son vectores unitarios en la direccion
radial y tangencial a esta, respectivamente, se tiene, de
acuerdo con (2):

—

h=rfx (tf+r68),
de la que se desprende que:

de h
— = . 6
dt  r2 ©)

De igual modo, teniendo en cuenta la expresion
del vector aceleracion en coordenadas polares T = (' —
ro2)f + (ro +2r6)0, al reemplazar este vector en la
ecuacion (1), se tiene:

d2r do\? m
W—r<a> = 7 (7
d’e _drde

La literatura es rebosante en describir como, con
estas dos Gltimas ecuaciones, y cuando h # 0, es posible
determinar no solo que el diferencial del area es propor-
cional al diferencial de tiempo (segunda ley de Kepler)
sino ademas que el movimiento de m, con respecto a
my es una conica con uno de los focos ubicado en my.
Remitimos al lector interesado en ese aspecto a cualquier
libro introductorio de mecanica celeste. En la presente
comunicacién nos concentramos solo en el caso cuando
h=0.

Movimiento rectilineo
Es claro, de la ecuacion (2), que h = 0 ocurre cuando

el vector velocidad es nulo, o dicho vector esta en la
misma direccion del vector posicion. Al mismo tiempo,
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se tendrd que (6) se convierte en df/dt = 0, esto es,
6 = 6y (6p siendo una constante), lo que significa que
el movimiento se puede expresar con un Unico grado
de libertad, esto es, el movimiento se verifica en linea
recta. En tal caso, el problema se soluciona encontrando
funcionalmente la variable r en términos del tiempo.

La solucion es como sigue. Al tener & = 0, la ecuacion

(7) se reduce a:
d?r
_ K (9)

diz 2
y dado que es licito d?r/dt?

(dr/dt)(d?r /dt?)(dt/dr), entonces:

d_zr_gg g _rg_g Erz
dt2  dtdr\dt/ dr dr\2 )’
pero, al mismo tiempo, como:
p_du
2 dr ( )
se deduce entonces que, al reemplazar estas dos Gltimas
expresiones en (9), se obtiene:

() -a ().

que al integrar da:

hacer

1 2 H /

“rr—-=E 10

St?— T =F, (10)
donde E’ es una constante de movimiento que tiene
unidades de energia sobre unidad de masa. Al multiplicar
a ambos lados por la denominada masa reducida del sis-
tema (mymp /(Mg 4 my) ), podemos escribir:

1( e )rz_Gml_nh =5 (12)
2\ m+m r

donde es claro que el primer término es la energia
cinética; el segundo término es la energia potencial
gravitacional y E = E'mymp/(my + ) es entonces la
energia total del sistema.

Dependiendo de los valores que se asuman para r
y f en un instante de tiempo inicial tg, esto es, para rg
y rp, se tendrd que el valor de E puede ser positivo,
negativo o cero. En el caso en el que E > 0 el objeto tiene
energia cinética suficiente como para vencer la atraccion
gravitacional y escaparéd (es el equivalente de la orbita
hiperbolica con h # 0). Para el caso E = 0 el valor de la
velocidad inicial es el minimo suficiente como para que la
energia potencial se haga cero en el infinito y, por lo tanto,
también escapa (es el equivalente de la 6rbita parab6lica
con h # 0). Por (ltimo, para el caso E < 0 la energia
potencial es mayor que la cinética y, en consecuencia, el
movimiento del objeto esta acotado (es el equivalente de
la 6rbita eliptica con h # 0). Por supuesto, esto @ltimo
implica una colision entre ambos objetos. A continuacion
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pasaremos a resolver cada uno de los tres casos.

CasoconE' =0

Para este caso se puede presentar cualquiera de los
siguientes dos escenarios: i) que el objeto tenga una ve-
locidad cero en el infinito y que esté cayendo en direccion
hacia my, en cuyo caso I < 0; ii) que el objeto posea una
velocidad no nula en el tiempo ty y que sea justa la nece-
saria para que escape en el infinito, y se tendra r > 0. Para
ambas situaciones, el valor de la energia potencial es igual
en valor absoluto a la energia cinética y la energia total es
cero. De ese modo, la ecuacion (10) queda convertida en:

dr | /2u

en donde el signo positivo se toma si el objeto esta
escapando hacia el infinito y el negativo si estd cayendo
en direccidn hacia my.

Al separar las variables:

Vrdr = +4/2pudt, (13)

e integrando con los limites inferiores ty para un ro, lleg-

amos a:
2/3
r— {rg/23t3\/g(t to)} , (14)

ecuacion que permite obtener la distancia r en funcion del
tiempo t para unas condiciones iniciales dadas y se ha de
escoger adecuadamente el signo dependiendo de si el ob-
jeto estd escapando o va en rumbo de colision hacia my.

CasoconE' <0

Cuando la energia potencial es mayor, en valor abso-
luto, a la energia potencial se tendrd que E' < 0 y en tal
caso el cuerpo de masa mp, con independencia de la di-
reccion de la velocidad, estara condenado a chocar invari-
ablemente con my. En tal caso, la ecuacion (10) queda,
haciendo explicito el signo del valor de la energia total
por unidad de masa:

dr 2u 1 r2
— — /= 2By = 4= or— —
dt r El r u(r a)’

siendo u u
a=-—=5—— (15)
/ 2u 2’
2E e r2
una constante que tiene unidades de distancia y que es po-
sitiva dado que en este caso Zr—g‘ > 5. Una distribucion

conveniente de los términos permite escribir:

d 2 2
_r_iﬂ%a_ﬁ;a_r_
dt r a a a

i

El movimiento rectilineo en el problema de los dos cuerpos

y de ese modo colocar:

dr ua r 2
-ty GY (16)

0 mejor, al separar las variables:

rdr

— — i/t (17)
1-(5-1)°

Introduciendo la variable auxiliar de integracion ¢
como

r=a(l+cosg), (18)

por lo que: dr = —asen¢ d¢, y por lo tanto la ecuacion
(17) queda en la nueva variable como:

a%(1+cos¢)d¢ = T,/padt.

| | |
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

Eje polar

Figura 1: Comportamiento de la distancia radial r en funcion de la
variable ¢ en el sistema de coordenadas polares para el caso con E’ < 0.
Se tomaron como condiciones iniciales f =0y a= 1.

Integrando con limites inferiores ¢¢ (¢o =
cos~1[(ro/a) — 1)] para el tiempo to obtenemos:

¢+seng =M, (19)

donde:
M::F,/%(tfto)+¢o+sen¢o. (20)
En la ecuacion anterior, el signo positivo se toma si la

velocidad inicial es negativa (fy < 0) en tanto que el signo
negativo se toma si la velocidad inicial es positiva (fg > 0).
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La magnitud de la velocidad, dada por la ecuacion
(16), en términos de ¢ es:

r= \/gtan (2) . (21)

El procedimiento para hallar r (y r) en funcién del
tiempo es como sigue. Primeramente se calcula el valor
de la constante a a partir de las condiciones iniciales de
velocidad (rg) y posicion (rg) con ayuda de la ecuacion
(15); con ello, el valor de ¢y se calcula de inmediato.
Seguidamente, por intermedio de (20), se determina la
variable M, que es funcion lineal del tiempo. Luego
se halla ¢ mediante algln procedimiento numérico o
iterativo en la ecuacion (19) para luego determinar r
mediante (18) y f mediante (21).

Un lector familiarizado con el caso del momentum
angular no nulo puede advertir que tanto la variable M
como la variable ¢ desempefian un rol equivalente al que
hacen, respectivamente, la anomalia media y la anomalia
excéntrica en la orbita eliptica, siendo la expresion (19)
una variante de la denominada ecuacion de Kepler.

Eje polar

Figura 2: Comportamiento de la velocidad r en funcién de la vari-
able ¢ en el sistema de coordenadas polares para el caso con E’ < 0. Se
tomaron como condiciones iniciales f =0, a= 1Yy las unidades son tales
que u = 1.

Un caso particular se tiene cuando la velocidad inicial
es nula, esto es, fg = 0. En tal caso: a=rp/2; de ese modo

¢p=Ccos 1(2—1),estoes, gg =0y M = /u/ad(t —to),
ver las Figuras 1y 2.
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CasoconE’' >0

Este caso es semejante al anterior salvo que ahora
hacemos explicito el signo positivo de E’, ya que la en-
ergia cinética es mayor que la energia potencial y, en
consecuencia, si el objeto tiene la direccion correcta, es-
capa. Como antes, la ecuacion (10) puede escribirse como
(tomando solo el signo positivo, que es el que corresponde
al caso préctico):

dr 2u 1 r2
= 2B =y 2+ —
dt Pt r u(r+ a)’

iendo ah
siendo anora _ u _ u (22)
28 j2_2m’
0 o

una constante positiva dado que r‘é > %1 Realizando,

como antes, un acomodamiento conveniente de términos
al interior del radicando podemos colocar:

dar & at+r\?
d r a+<a>’ (23)

y al separar las variables se obtiene:

rdr
. dt.
(L+1)°-1 vha

Introduciendo la variable auxiliar de integracion @
como
r =a(cosh®—1), (24)

por lo que dr = asenh®d®, y asi:
a%(cosh® — 1)d® = /uadt,

que al integrar, con limites inferiores ®y (®y =
cosh™1[(ro/a) + 1)] para el tiempo to se obtiene:

senh® —® = .7, (25)

donde:

M=/ %(t —1p) + senh @y — Dy. (26)

Notese que la magnitud de la velocidad, dada por la
ecuacion (23), se puede colocar en términos de la variable

(OX
= \/gtanh (?) . 27

Un ejemplo

Para efectos de ilustrar el procedimiento de calculo en
las tres situaciones anteriores, mostramos a continuacion
un ejemplo. Supbngase que en un instante dado ty un
objeto de masa infinitesimal estd sometido a la atraccion
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gravitacional del Sol y posee momentum angular nulo.
Ademas, en dicho instante, se encuentraa 2 u.a. (unidades
astrondmicas) del Sol. Determinaremos la distancia a la
que se encuentra dicho objeto en el instante tg + 20 dias
en cada una de las siguientes tres situaciones: i) r =k (en
u.a./d) en tg; ii) r = 0 en tg; iii) f = 2k (en u.a./d) en to,
siendo k = /i = 0.01720209895 u.a.3/2 d~1, esto es, la
conocida constante de Gauss.

El caso i) corresponde a E' = 0. De ahi que, de
acuerdo con (14), se tenga que:

60k \ >3
r= (\/§+ ) =2.33072484 u.a.
V2

El caso ii) corresponde a E’ < 0 dado que f = 0. Por
lo tanto, a=1 u.a.,, ¢ =0y M = 20k = 0.34404198.
Utilizando un método numeérico para la resolucion de la
ecuacion (19), como, por ejemplo, el de Newton-Raphson
(Pao, 1999) cuya convergencia es rapida, encontramos:
¢ = 0.17244772. Notese que los calculos se estan
haciendo en radianes. Al reemplazar en (18) se tiene:
r=1.98516771 v.a.

El caso iii) corresponde a E’ > 0. Es claro que
a=1/3 ua., asi como ®y = cosh™(7) = 2.63391579.
Asi, .# = 6.08198200 y resolviendo numéricamente (25)
se obtiene: ® = 2.89038812; por lo tanto, de (24) se
obtiene finalmente r = 2.67597486 u.a.

Constantes y la orientacion en el espacio

Como ya se dijo, el movimiento rectilineo implica mo-
mentum angular igual a cero (h = 0), esto es, cada cons-
tante del momentum angular cumple hy = h, = hz = 0.
Pero, dado que hZ +h3 +h3 = 0 se deduce que una de el-
las, al menos funcionalmente hablando, puede expresarse
en términos de las otras dos. Ahora bien, de las ecuaciones
(4) y (5) se infiere que, si h=0, entonces: 8= —T, y asi:

e =-

X _y z
r? e2_ )

por lo que:
g+eg+e=1,

y de ese modo una de las componentes, digamos ez, puede
expresarse en términos de las otras dos (e; y €). En-
tonces, al definir una linea recta orientada de tal modo
que pase por el origen, se requieren dos angulos, que lla-
maremos Q e i, expresados en un sistema de coordenadas
cartesiano, tal y como se observa en la Figura 3; es evi-
dente que:

f = cosQcosii + senQcosi | + senik, (28)

El movimiento rectilineo en el problema de los dos cuerpos

y de ese modo: e = —co0scosi, & = —senQcosi,
e3 = —seni. Por lo tanto, la relacion entre estos angulos y
las constantes e; y & son:

Q=tan? (e2> :
€1

De ese modo, las seis constantes independientes
que resuelven la ecuacion (1) son: dos de las tres del
momentun angular (digamos hy y hy), dos de las tres del
vector excentricidad (digamos e; y &), a, una distancia
relacionada con la energia total (cuyo valor es infinito
en el caso de escape con velocidad nula en el infinito)
y la constante temporal ty que vincula los valores del
vector posicion y velocidad con una escala de tiempo
dada. Por lo tanto, en el caso de la trayectoria rectilinea,
podemos asumir que los elementos orbitales que definen
la trayectoria del objeto estan dados por: una distancia a
(para los casos con E' > 0y E’ < 0), el valor de tp (para
un ro dado) y los angulos Q e i. El caso de escape en el
infinito (a = <o) no requiere de un valor equivalente para
hallarr o r.

icosl( e§+%>

Figura 3: Relacion entre el vector unitario  y los angulos Q e i.

Determinado el valor de r para el tiempo requerido
(segln los casos particulares vistos en la seccion ante-
rior), los valores de las componentes cartesianas del vector
posicion respecto al sistema de coordenadas elegido, son:

= rcosQcosi,
= rsenQcosi, (29)

Z = rseni,

y, del mismo modo, con el valor dado de la velocidad para
el tiempo de interés, los valores de las componentes del
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vector posicién son:

= rcosQcosi,
= rsenQcosi,
fseni.

Determinacion de una orbita rectilinea

Varios libros clasicos de mecanica celeste (por
ejemplo Dubyago, 1961; McCuskey, 1963; Danby,
1970) exponen el problema de la determinacion orbital
consistente en hallar los elementos orbitales de un objeto
sometido al campo gravitacional del Sol a partir de dos
0 mas observaciones que se hacen del objeto visto desde
la Tierra. De forma invariable dichos libros describen
el método de Gauss y, algunos otros, el de Laplace, en
los que se asume de entrada que el objeto se desplaza
en Orbita eliptica. Para algunos cometas se ajusta mejor
asumir que la orbita es parabblica y se aplica el método
de Olbers. El que se elija una u otra 6rbita lo determina
qué también los elementos orbitales hallados permiten
explicar los datos observacionales que se van realizando
conforme transcurre el tiempo.

A continuacion se propone un método de determi-
nacién de una trayectoria rectilinea de un objeto cayendo
rumbo al Sol el cual es observado en dos ocasiones desde
la Tierra. Para efectos de simplificar el procedimiento,
se asume que el objeto viene cayendo desde el infinito
(con velocidad nula), de modo tal que se puedan hacer las
consideraciones vistas en el caso con E’ = 0.

Supbngase que en dos instantes dados t; y t, se
realizan observaciones de las coordenadas ecuatoriales
absolutas, la ascension recta y la declinacion, i.e., o, &
(con k = 1,2) y, se suponen conocidos, para dichos
tiempos, los vectores geocéntricos ecuatoriales del Sol
(R, con k = 1,2) los cuales equivalen a R_, = —r'ry),
donde F’Tk son los vectores ecuatoriales heliocéntricos
de la Tierra. Notese que los vectores primados se estan
usando para indicar que estan referenciados al plano
del Ecuador Celeste. Como es costumbre en este tipo
calculos, la dificultad estriba en determinar las distancias
geocéntricas y heliocéntricas en ambos tiempos de
observacion.

Por lo tanto, teniendo en cuenta la Figura 4, para am-
bas observaciones tenemos:

'y =—R,,+pU1, 'y = —R.,+paUz, (30)

donde los vectores l]’l y ﬁ’g son cantidades conocidas a
través de:
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Gy = COSOCOSI,
- .
Uyx = senokcosi,
Uy = seni,
conk=1,2.
-
S
7 y’
X!

T

Figura 4: Relacion entre el vector posicion heliocéntrico del objeto
C (F’), el vector posicién geocéntrico del Sol (IQ’S) y el vector posicion
geocéntrico del objeto C (ﬁ’) tomando como plano el Ecuador Celeste.
El vector unitario O/ esta en la misma direccion del vector geocéntrico
de C de modo que p’ = p’( donde p’ es la distancia entre T y C. El eje
X va en la direccion del punto vernal Y.

Como el movimiento es en linea recta, se tendra que
uno de los vectores heliocéntricos, digamos r’;, puede
espresarse en términos del otro, del siguiente modo:

r's =1r'yq, (31)
donde | es un nimero positivo. Por lo tanto, la ecuacion
para r’, puede escribirse entonces como:

—R+puy = Iy = (=R, +piUa),
(32)
y eso permite escribir pyu/1 de la siguiente forma:
3 V
~ _ 7F¥@2 + paU’z
PlU’1 = R@l + 7| .
Multiplicando la anterior ecuacién por L]’l- a ambos
lados, tenemos:

pa(U-Us) — (U1 R,)
I )
que tiene tres cantidades desconocidas: p1 y p2 y I. Pero,

si ahora se multiplica la ecuacion (32) por U»- a ambos
lados se encuentra que:

p1=(U1-R.p)+ (33)

—(U2-Rp) +p2=I {*(Qol'a'z)JrPl(l]’l'l]’z)} ;
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de la que, al despejar p1, se obtiene:

~ —

|(R, U2)+p2— (2 R.,) .

(U1 U>)

p1= (34)

Igualando las expresiones (33) y (34), despejando p»
y después de algo de algebra, se obtiene:

(1R (U1-Up) — (U1 -R.,) (U1 -U2)

P 1—(U1-Up)2
Yo R —1(,-R
N (U @2)A (92 R’gl)’ (35)
17(u’1~u’2)2

expresion de la que todos sus términos del lado derecho
son conocidos exceptuando el valor de |.

Por otro lado, se puede relacionar geométricamente p;
y r1 junto con pz y rz, con las distancias R, y R, del Sol
a la Tierra, ver Figura 5, y de ese modo:

7 = RZL+pf—2pi(Ror-U1),  (36)
3 = R%+p2—2p(Roz-Uy). (37)

Como se supone que el objeto esta cayendo con ve-
locidad cero desde el infinito, existe una condicion de
caracter dinamico que relacionary y rp, a saber, a través
de la ecuacion (14). De ese modo se tiene que:

3/2 H 23
(r2)g = {rl/ —3\/;(t2—t1)} 7 (38)

donde hemos colocado el signo negativo puesto que
hemos asumido que el objeto se dirige hacia el Sol. El
simbolo (rz)q indica el valor que ha de tener r, basado en
consideraciones dinamicas.

El proceso de la determinacion de las cantidades ry,
p1, 2, p2 se logra a través de un proceso iterativo. Se
escoge un valor tentativo y realista de la cantidad | de
forma tal que se pueda determinar p, a través de (35)
y con éste, la cantidad p; se halla inmediatamente por
medio de (34) lo que a la vez permite hallar las cantidades
ri y rp através de (36) y (37). El valor correcto de | (y
de todas las deméas cantidades) sera aquel que permita
satisfacer: ry = (r2)q.

El movimiento rectilineo en el problema de los dos cuerpos

Figura 5: El cometa esta cayendo en linea recta rumbo al Sol (S)
en dos posiciones (O; y Oy). Desde la Tierra se hacen las respectivas
observaciones en dos puntos de su Orbita (T y T2).

Habiendo determinado las distancias geocéntricas p;
y p2, los vectores heliocéntricos ecuatoriales se pueden
calcular a través de (30). Dado que se acostumbra a colo-
car los angulos que definen la orientacion de la orbita con
respecto al plano fundamental (la Ecliptica), realizamos
una rotacion de cada uno de los vectores heliocéntricos
un angulo & alrededor del eje X/, siendo ¢ la oblicuidad
de la Ecliptica y obtener de ese modo los vectores he-
liocéntricos eclipticos (Fx = Xid + Y] + zk con k =1,2.).
Por lo tanto, ver por ejemplo Portilla (2009):

Xk = Xf(
Y« = VYKCOSE+Zsene,
Z = —YqSene-+z.cose,

conk=1,2.

El célculo de los angulos Q e i es inmediato, teniendo
en cuenta las expresiones (29), y de ese modo:

Q = tan! (%) =tan~? (i_z) ) (39)
1 2

i = sen?! <Z—1> —sen! (é> . (40)
ry ra

Como es facil verificar, el tiempo en que ocurre el im-
pacto con la superficie del Sol, suponiendo que el objeto
aun no se haya sublimado por completo, es:

V2(r¥2 ~0.000317)
3K ’

t=t+
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donde hemos tomado que el radio solar equivale a
0.00465 u.a.

Un ejemplo

El cometa ISON (C2012 S1) es un cometa de tipo ra-
sante al Sol que se desintegro a finales del mes de noviem-
bre de 2013. Numerosas observaciones indicaron que el
objeto se ajustaba a una orbita de tipo hiperbolico con ex-
centricidad de 1.000002. Su distancia al perihelio fue es-
timada en 0.01244 u.a., esto es, alrededor de 2.67 radios
solares. Suponiendo que el objeto esta cayendo en érbita
rectilinea con velocidad nula en el infinito, determinar
qué también se ajusta una trayectoria rectilinea frente a la
trayectoria hiperbdlica. Para tal efecto se hard uso de dos
observaciones de varias realizadas realizadas al cometa® a
mediados del mes de agosto de 2013 y que se escogieron
libremente, ver Tabla 1, donde los tiempos estan en fechas
julianas (FJ).

[t] FJ | athms) | 6" ") ]
1 | 2456523.287791 | 0822 57.34 | 232803.1
2 | 2456527.645181 | 08 2859.46 | 2303 12.0

Tabla 1: Dos observaciones del cometa ISON (C2012 S1). Los tiempos
estan con relacion al TU.

Las componentes de los vectores heliocéntricos ecua-
toriales de la Tierra, para ambos tiempos de observacion,
fueron tomados de la pagina de la Oficina de Longitudes?
y pueden verse en la Tabla 2.

[t] Xua) | yrua) | Z@ua) |
1] 0.83703169 | -0.52198169 | -0.226291255
2 | 0.87563125 | -0.464013733 | -0.201160515

Tabla 2: Componentes rectangulares de los vectores heliocéntricos ecu-
atoriales de la Tierra r'r1 y r'1o.

Con estos valores es directo obtener los términos
conocidos de varias expresiones. De ese modo, las ecua-
ciones (35) y (34) quedan, respectivamente, como:

| x 0.92692601 — 0.89444946

P2 = 1-0.99936255
0.90630414 — | x 0.93710685
1-0.99936255 ’
5, 1093710685 1 p, — 0.90630414
1 p—

| x0.99968123
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Igualmente, las ecuaciones (36) y (37) quedan como:

r? = 1.02429465 + p? — 1.85444318py,

2/3
ry— (rf/ 2_ 0.15900623) .

Ensayando diversos valores de | es facil verificar que:
rp —(r)qg = 0 se logra con | = 0.96976273. De ese modo
se obtiene entonces:

p1 = 3.20926736 u.a.,

p2 =3.10876858 u.a.,
ri=231781957u.a.,
ry = 2.24765810u.a..

De ese modo, los valores de los vectores he-
liocéntricos eclipticos son, para ambos tiempos:

[t] xua) | yQua) | z(ua) |
1 | -0.88242948 | 2.13173029 | 0.22210750
2 | -0.85572554 | 2.06763415 | 0.21116282

Tabla 3: Componentes rectangulares de los vectores heliocéntricos
eclipticos en los tiempos 1y 2.

Conocidas estas componentes se pueden calcu-
lar los valores de Q e i que, al tomar el promedio
de los angulos calculados con los dos vectores, dan:
Q = 112.48507610° i = 5.44481777°.  El tiempo
de impacto, calculado con los valores de la primera
observacion, corresponde a una fecha juliana de
2456619.98027, esto es, a las 11" 31™ de noviembre 23
de 2013. En realidad, el perihelio del cometa se verifico
cinco dias después, el 28 de noviembre. La tabla 4
contiene la posicion del cometa ISON para el 5.051 de
septiembre de 2013 (TU) calculada con los elementos
aqui hallados y comparados con la posicion observada en
aquel dia.

Notese que al cabo de casi dos semanas de realizadas
las observaciones, las diferencias entre los datos calcula-
dos (asumiendo solucién lineal) con la trayectoria real del
objeto ya son del orden de varios minutos de arco. Es
de esperar una diferencia de este orden, ya que el cometa
si tiene momentum angular y se desplaza siguiendo una
trayectoria hiperbolica. Sin embargo, si se tiene en con-
sideracion la enorme diferencia existente entre la comple-
jidad del calculo entre los métodos tradicionales de deter-
minacion orbital, con el mucho mas simplificado método
que aqui se ha propuesto, bien puede utilizarse como una
primera introduccion a la explicacion de la determinacion
orbital para cometas que pasan rasantes al Sol.

Lhttp://www.minorplanetcenter.net/mpec/K 13/K 13Q27.html (consultado el 8 de noviembre de 2014).

2www.bdLfr (consultado el 8 de noviembre de 2014).
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| | athms) | 6(°" ") ]
Solucion lineal | 0848 30.90 | 2156 34.0
Observado 0848 02.85 | 213925.5

Tabla 4: Comparacion entre la observacion y el célculo de la posicion
con solucién lineal, para el instante 5.051 de septiembre de 2013 (TU).

Conclusiones

En esta comunicacion se ha mostrado codmo encontrar
la posicion de un objeto en trayectoria en linea recta corre-
spondiente al caso del momentum angular nulo en el prob-
lema de los dos cuerpos, para todo tipo de condiciones
iniciales. Las soluciones se han obtenido de tal modo que
guardan una analogia con las soluciones que correspon-
den al caso de momentum angular distinto de cero, esto
es, a las conicas. De igual modo, se hizo especial énfasis
en visualizar la correspondencia entre las constantes del
problemay su significado geométrico. Finalmente, se pro-
puso un método para determinar la trayectoria de un ob-
jeto que se asume esta en trayectoria de colision rumbo
al Sol, el cual puede, bajo cierto grado de aproximacion,
ser utilizado, sin invertir una gran dosis de céculo, para
determinar la érbita de un cometa rasante al Sol.
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Resumen

El entendimiento de los procesos de precipitacion tiene implicaciones préacticas importantes que comprenden el
dimensionamiento de obras de evacuacion de aguas lluvias, la prevencion y atencion de desastres, la planificacion
de la ocupacion territorial, el planeamiento y operacion de recursos hidricos y el funcionamiento de los ecosistemas
naturales, agropecuarios y urbanos. Sin embargo, su irregularidad no ha sido descifrada todavia. Existen diversos
desarrollos matematicos para tratar de describir la dinamica espacio — temporal de este complejo proceso hidrolégico,
pero todavia las predicciones espacio - temporales no son aceptables. En los primeros trabajos que se reportan en la
literatura cientifica hubo interés por estudiar la estructura espacio — temporal de la precipitacion mediante analisis
estadisticos para caracterizar la variabilidad o aleatoriedad de sus observaciones. Pero aln en tal terreno existen
limitaciones para una descripcion completa de la estructura estocastica de los campos de precipitacion, los modelos
tradicionales no han resultado apropiados, su estructura es muy suave para una adecuada caracterizacion de un
campo muy irregular, y la alternativa exige proliferacion de pardmetros y de hipétesis, lo que no es satisfactorio.
Ademas de los retos de encontrar descripciones adecuadas, se ha vuelto crucial incorporar la dinamica del proceso
fisico, lo que puede venir de una integracion de la termodindmica con la dindmica atmosférica y la turbulencia,
para asi avanzar en la prediccion. Este articulo de revision describe las principales caracteristicas observadas de la
precipitacion, los problemas més notables en el intento por su explicacion y los retos derivados de su complejidad.

Palabras clave: precipitacion, aleatoriedad, multifractales, ciencias hidrolégicas.
Complexity of the space-time structure of rainfall
Abstract

Understanding precipitation processes has important practical implications comprising the dimensioning of rainwater
evacuation structures, disaster prevention planning, territorial occupation planning, water resources management
and the performance of natural, agricultural and urban ecosystems. However, its inherent irregularity has not been
deciphered. There are various mathematical developments attempting to describe the space — time dynamics of this
complex hydrological process, but they are not adequate enough. Among the former works reported in the scientific
literature, the study of the space — time structure of rainfall was rendered by mean of statistical analyzes in order
to characterize the variability and randomness of their observations. But even in this field there are limitations for
a complete description of the stochastic structure of rainfall fields, traditional models have not been appropriated,
they produce smooth functions to characterize a very irregular field and the improvement of these models requires
the proliferation of parameters and hypothesis, which is not satisfactory. In addition to the challenges of finding
adequate descriptions, it has become crucial to incorporate the dynamics of the physical process, which should
come from an integration of thermodynamics, atmospheric dynamics and turbulence, enabling some progress in
prediction. This review paper describes the main features of the space — time structure of the precipitation fields,
points out the difficulties for its understanding and explores the challenges coming from its complexity.

Key words: Precipitation, rainfall, randomness, multifractals and hydrological sciences.

1. Introduccién del sistema climatico global, participa en la dinamica y
en la composicion atmosférica, por un lado por el papel

El aumento de la poblacién y el desarrollo econémico han . . .
directo del agua en sus diferentes fases, por sus importantes

incrementado rapidamente la demanda de agua, lo que hace
mas urgente comprender los patrones del comportamiento I
’ - - - ’ - - * -
del recurso hidrico y predecir su dindmica ante escenarios Correspondencia: .
LT, Victor Manuel Pefiaranda Vélez, vmpenarandav@unal.edu.co
futuros. La preC|p|f[aC|on_ como una de las compor_lentes Recibido: 17 de febrero de 2015
fundamentales del ciclo hidroldgico es ademas determinante Aceptado: 15 de mayo de 2015
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propiedades Opticas y energéticas, asociadas a la liberacion
de calor latente, a los cambios de presion por cambio de
fase y al efecto invernadero del vapor de agua. Por otro
lado, de manera indirecta también afecta el transporte y
remocion de aerosoles y gases solubles (Mesa, 2007).
Dada su complejidad intrinseca, la precipitacion debe ser
estudiada desde un amplio marco tematico para responder a
los intereses de sostenibilidad social y econémica de todas
las regiones del planeta.

Como puede evidenciarse en el Gltimo reporte presentado
por el Panel Intergubernamental del Cambio Climético,
desde 1951 se presenta un incremento en la frecuencia y
en la intensidad de las fuertes precipitaciones sobre varias
regiones del planeta (IPCC, 2013; p.2-162); asi mismo, sobre
la region tropical (30°S — 30°N), se identifican tendencias
positivas en las anomalias de la precipitacion anual desde
mediados del afio 1990 (IPCC, 2013; p.2-162). Otros
estudios desarrollados, como el reportado por Mesa, Poveda
& Carvajal (1997) para Colombia, encuentran tendencias
positivas en las fases del ciclo anual y semianual de los
registros de precipitacion de 151 estaciones distribuidas
sobre el pais; estos y otros resultados han sido entendidos
como la intensificacion de eventos hidroldgicos extremos que
se traducen en pérdidas humanas y econémicas. Apoyado
en las sugerencias de Mesa, et al. (1997), en Colombia se
debe actuar diligentemente en el desarrollo de estudios
climaticos que logren anticiparse a las consecuencias
negativas de los procesos hidrometeoroldgicos, por los
beneficios no solo para el campo cientifico sino también en
la sociedad. Por ejemplo, toda la metodologia del disefio
hidrol6gico en ingenieria se apoya en la hipédtesis de
estacionariedad. En consecuencia se asume que el registro
historico de mediciones en un sitio dado se puede usar para
inferir estadisticamente el comportamiento futuro, de donde
se deducen los requerimientos de disefio para una estructura
gue esta en proceso de planeacion y que va a operar por
varias décadas. La falla en la hip6tesis de estacionariedad
obliga a reconsiderar todas las metodologias de disefio. En
principio no es posible un ajuste simple, porque las actuales
metodologias no estan fundadas en un conocimiento cien-
tifico sino empirico.

Una demostracion clara de la necesidad de avanzar en el
entendimiento de la precipitacion es la ausencia de una teoria
que permita predecir el efecto del calentamiento global en
la precipitacion. Hay estudios estadisticos de las tendencias
recientes, hay modelos globales y hay elementos que
permiten afirmar que uno de los efectos sera la aceleracion
del ciclo hidrolégico. Pero la respuesta a donde, cuanto y
cuando van a ser los cambios, tiene bastante incertidumbre,
a pesar de la enorme importancia practica de estas preguntas.

Este articulo centra su vision en los aspectos que caracterizan
a la precipitacion como un proceso geofisico altamente
complejo. El objetivo es hacer una revision critica de los prin-
cipales elementos conceptuales que han sido fundamentales

Complejidad espacio — temporal de la precipitacion

para la descripcion de la precipitacion y prospectivamente
discutir una ruta para avanzar en la explicacion de la
inherente complejidad de este proceso geofisico.

El presente articulo se estructura en cinco secciones. En
esta primera seccion se presenta una introduccion general al
tpico de estudio, el cual ilustra la importancia de estudiar
la precipitacion no s6lo desde un contexto puramente
cientifico, sino también abordando el contexto social en
el cual la precipitacion juega un papel substancial para el
desarrollo de la sociedad. En la Seccidn 2 se presentan
tres aspectos vitales identificados por el Consejo Nacional
de Investigacion Americano (National Research Council,
1991) que deben tenerse en cuenta para la descripcion
de la precipitacion: la escala en que se desarrolla, la alta
variabilidad de los patrones observados y la estructura
conceptual de los modelos usados para representar
estos patrones. La Seccion 3 se orienta a dar una idea
general sobre como es la variabilidad espacio — temporal
de la precipitacion, tomando como ejemplo algunos
estudios de los ciclos temporales de la precipitacion
con observaciones de mesoescala y de escala sinoptica
en Colombia. Por lo reciente del uso de los radares
meteorolégicos en Colombia, no se ilustra la variabilidad
espacio — temporal del campo de precipitacion en las
escalas de alta — resolucion, ya que son pocos los ejemplos
que pueden emplearse para ilustrar esta idea. No obstante,
entre los ejemplos que se mencionan en esta seccion, la
caracterizacion del ciclo diurno incluye informacion
pluviografica de alta resolucion temporal, la cual permite
dar ejemplo de la variabilidad en las escalas mas finas. En
la Seccién 4 se discuten dos desarrollos matematicos que
se han empleado ampliamente para la descripcion espacio
— temporal de la precipitacion, que son representativos de
los diferentes enfoques. Adicionalmente se presenta una
breve introduccién a los modelos de base fisica, que por su
integralidad de conceptos, se establecen como precursores
de los futuros modelos de precipitacion. Se destaca que
el primer desarrollo tratado en este articulo se asienta en
las bases de los procesos estocésticos y el segundo en
la teoria fractal. Sobre cada uno de los dos desarrollos
se presentan las siguientes consideraciones: i) cuales
han sido las dificultades para representar los patrones
de precipitacion en sus diferentes escalas de agregacion
a partir del conocimiento de las propiedades estadisticas
de alguna de estas escalas, ii) la complejidad de describir
la intermitencia de los patrones de precipitacion y las
relaciones entre escalas, y iii) sefialar la falta de una base
fisica en estas aproximaciones, que ayude a integrar el
conocimiento de las propiedades fisicas (termodinamicas) de
la atmdsfera con las propiedades estadisticas y geométricas
del campo de precipitacién. La Seccién 5 se reserva para
las conclusiones de este trabajo y para establecer algunos
posibles direccionamientos futuros de investigaciones en
torno al estudio de la precipitacion.
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2. Las ciencias hidroldgicas y la precipitacion

Con el animo de aunar esfuerzos cientificos que den
respuestas a algunos de los interrogantes que se derivan
del estudio de la precipitacion, el Consejo Nacional de
Investigacion Americano (National Research Council,
1991) formuld dos retos cientificos importantes respecto a
la precipitacion que aun estan vigentes: i) ¢como integrar
el comportamiento dinamico de los procesos hidrolégicos
en varias escalas espacio — temporales dada la presencia
de una gran heterogeneidad natural? y ii) ¢cémo se puede
establecer el enlace necesario y fundamental, entre los
modelos deterministicos y estocasticos que describen la
precipitacion? Estas preguntas reflejan las preocupaciones
de las ciencias hidroldgicas frente a los problemas para
describir (y predecir) la alta variabilidad espacial y temporal
de la precipitacion en las diferentes escalas en que ella es
representada. Lo anterior identifica una necesidad vital en
las ciencias hidroldgicas: encontrar una teoria conceptual
que integre los aspectos estadisticos, geométricos y fisicos
que caracterizan a la precipitacion.

Los resultados obtenidos en mdltiples publicaciones
hidroldgicas ponen en evidencia las limitaciones en la
modelacion de los procesos fisicos no-lineales, que no
corresponden a las idealizaciones teoricas que se apoyan
en criterios de homogeneidad espacio — temporal y ain
también, en la estacionariedad estadistica de los procesos
fisicos. Esto ha conducido al abuso de la extrapolacion de
las mediciones a regiones que no cuentan con observaciones
y consecuentemente, al desarrollo de disefos ineficaces o
inadecuados de ingenieria. De alcanzarse una teoria fisica
— matematica que represente simple y adecuadamente los
procesos de precipitacion en las multiples escalas en que
ellos son descritos, se optimizarian las parametrizaciones de
los modelos meteorolégicos e hidroldgicos, se obtendrian
mejores predicciones de corto y largo plazo con los modelos
de cantidad y calidad del agua, se re-normalizarian los
procedimientos de disefio en ingenieria y con ellos se
alcanzaria un ahorro econémico y de vidas en los proyectos
de infraestructura y el desarrollo sostenible de las ciudades
(National Research Council, 1991).

3. La precipitacion, su dindmica y variabilidad

Una de las caracteristicas méas destacables de la precipitacion
es su alta variabilidad espacio — temporal, lo que dificulta
la generalizacion de comportamientos tipicos, aln sobre
regiones no muy extensas. En la Figura 1 se ilustra el
caso para Colombia donde la heterogeneidad de comporta-
mientos de la precipitacién media anual es bastante notable.
Poveda, et al. (2002b) explican que la alta variabilidad
de la precipitacion en los Andes tropicales de Colombia
se asocia a factores como: la orografia, las circulaciones
locales, la humedad relativa, los procesos termodinamicos
que inducen la alta inestabilidad atmosférica, la evaporacion
local, la interaccion suelo — atmésfera y los cambios sobre

306

Rev. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat. 39(152):304-320, julio-septiembre de 2015

los complejos convectivos de mesoescala. Las relaciones
no-lineales de los anteriores descriptores determinan el
alto grado de complejidad para explicar los procesos de
precipitacion y aln cuando se han realizado multiples inves-
tigaciones, solamente se han llegado a caracterizaciones
locales. No obstante, se debe poner en consideracion que ante
la incertidumbre actual en la medicién y el procesamiento
de los productos satelitales y de las estaciones de medicion
en tierra, subsiste un grado significativo de error en los
estimativos hidrometeorologicos que pueden ser derivados
de estos productos y en consecuencia, no se puede describir
con precision el estado dinamico de la precipitaciéon del
planeta y los procesos hidrolégicos subyacentes (Adler,
etal., 2011).

Anteriormente se menciond que uno de los factores que
explican la variabilidad de la precipitacion es la orografia,
pero la precipitacion en si misma, es un factor importante
que determina las caracteristicas morfoldgicas del relieve y
de las redes de drenaje. La erosion como factor principal
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Figura 1. Campo de precipitacién medio anual (en mm/afio) para
Colombia durante el periodo 1975 — 2006, el cual fue calculado
por Hurtado (2009) a partir de 2.270 estaciones pluviograficas y las
bases de datos del NCEP, GPCP, TRMM, GOES. La interpolacion
usa una modificacion del modelo PRISM (Daly, et al., 1994,
2008) descrita en Hurtado (2009) y Hurtado & Mesa (2014). La
variabilidad de la precipitacién sobre el territorio colombiano esta
determinado en gran medida por la orografia que conforman las
cordilleras. La precipitacion media anual mas baja (=250 mm/
afio) se presenta al norte del pais en la regién del caribe y la
precipitacion media anual mas alta (=12.200 mm/afo) al occidente
del mismo sobre la region pacifica. Sobre la region de la Orinoquia
la precipitacion media anual oscila entre los 1.800 y 3.000 mm/
afio, en la regién amazénica entre los 3.000 y 4.000 mm/afio y en
el piedemonte llanero se alcanzan valores de hasta 7.000 mm/afio.
Sobre la region andina la heterogeneidad de las precipitaciones es
bastante alta, las cuales varian entre los 800 y 3.000 mm/afio.
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para la produccién del paisaje es funcién de la intensidad y
la concentracion de la precipitacion; por esto, la orografia
es considerada como un predictor de la precipitacion
(Bookhagen & Strecker, 2008). La investigacion desarrollada
por Bookhagen & Strecker (2008) sobre la cordillera de los
Andes en Suramérica, emplea una topografia digital de 90
metros de resolucion y datos de intensidad de lluvia de la
mision satelital TRMM (i.e. Tropical Rainfall Measuring
Mission) para encontrar una clara relacién entre la oro-
grafia y la precipitacion que explica como los procesos
erosivos estan modulados por los picos de lluvia y como
la precipitacion esta determinada por la barrera orografica
que define la cordillera de los Andes. Atn cuando existen
indicios fisicos que explican la relacion entre orografia
y precipitacion, otros estudios como el desarrollado por
Poveda, et al. (2005), concluyen que la variabilidad de la
precipitacion, asociada a la orografia, no esta bien compren-
dida a todas las escalas espacio — temporales y es necesario
obtener un mejor entendimiento de esta variabilidad para
identificar las posibles amenazas sobre la biodiversidad que
en ella se circunscribe.

Un primer escenario para comprender la variabilidad espacio
— temporal de la precipitacion, es mediante el analisis de
los ciclos temporales de lluvia para diferentes escalas, por
ejemplo las escalas inter-decadal, inter-anual, anual, intra-
anual y diurna. Por ejemplo, Poveda, et al. (2002b, 2005)
caracterizan el ciclo diurno estacional de largo plazo de la
precipitacion en los Andes tropicales. Entre los resultados
derivados del estudio del ciclo diurno, se resalta la alta
variabilidad de los patrones obtenidos de la informacion
de 51 estaciones ubicadas sobre los Andes tropicales
colombianos. Se atribuye la variabilidad al papel que juega
la topografia en el desarrollo de la precipitacion, aunque
no hay un patrén claramente identificado, ni una teoria
que explique la existencia de regiones con un MAaximo
nocturno de precipitacién muy cerca de otras con lluvia
predominantemente en las tardes. Sin embargo, Poveda,
et al. (2002h, 2005) explican que los cambios estacionales
encontrados en la precipitacion maxima diurna, estan
asociados a la migracion de la zona de convergencia
intertropical (ZCIT).

La variabilidad de la precipitacion de Colombia a escala
anual se explica por la migracion latitudinal de la ZCIT,
la adveccion de humedad por los vientos alisios del Este
y la dindmica del Chorro del Chocé y de los sistemas
convectivos de mesoescala. En las Figura 2 y Figura 3 se
ilustra el ciclo anual de los campos medios de precipitacion
sobre el territorio colombiano, los cuales fueron estimados
por Hurtado (2009), haciendo uso de diferentes fuentes de
informaciént. Desde un marco espacial, la Figura 2 permite
identificar un periodo relativamente seco durante los meses

1 Hurtado (2009) emple6 2.270 estaciones pluviograficas y las bases de
datos del NCEP, GPCP, TRMM, para la reconstrucciéon de los campos
mensuales de precipitacion para el periodo 1995 — 2006.

Complejidad espacio — temporal de la precipitacion

de diciembre a marzo; un periodo de altas precipitaciones
sobre el piedemonte andino y en las regiones de Amazona y
Orinoquia durante los meses de abril a julio; un periodo de
altas precipitaciones sobre la region del Pacifico y la cuenca
media del rio Magdalena durante los meses de agosto y
noviembre. Por lo anterior, el ciclo anual de la precipitacion
en Colombia se caracteriza por contar con dos periodos de
lluvias intensificadas que se explican por el paso de la zona de
convergencia intertropical (ZCIT) sobre el pais (Hurtado &
Mesa, 2014; Hurtado, 2009). Se puede apreciar en la Figura
2 que durante todo el afio se presentan precipitaciones sobre
la region del Pacifico, que obedecen fundamentalmente a lo
que previamente se indicé como la adveccion de humedad
por los vientos alisios del Este y la dinamica del Chorro del
Choco (Poveda & Mesa, 1999).

Desde un marco temporal, la Figura 3 describe el ciclo
anual para cuatro locaciones especificas dentro del territorio
colombiano, tomando como informacion base, los campos de
precipitacion estimados por Hurtado (2009). En el recuadro
superior, se presenta el ciclo anual de una de las regiones
mas secas de Colombia (i.e. Riohacha, Guajira) donde la
precipitacion media anual es de 587 mm, en los recuadros
intermedios, el ciclo anual de dos municipios localizados en
la region andina (i.e. Medellin (Antioquia) y Bogota) y en el
recuadro inferior, se encuentra el ciclo anual de la region mas
himeda del pais (i.e. Quibdd, Chocd), cuya precipitacion
media anual es de 8.016 mm. La Figura 3 nos sefiala la alta
variabilidad de la cantidad total del agua precipitada entre
las distintas locaciones, no obstante, existe una caracteristica
sobresaliente y es la simetria distinguible (bimodal) del
ciclo anual de precipitacion, para las cuatro locaciones alli
indicadas. En el ciclo anual del municipio de Quibd6 se
distingue una amplificacion sustancial de las precipitaciones
respecto a las otras locaciones, dado que sobre esta region se
ejerce la fenomenologia climética conocida como el Chorro
del Choco (Poveda & Mesa, 1999), la cual aumenta la
adveccion de humedad en la region del Pacifico colombiano.

Para Colombia y regiones aledafias, la variabilidad inter-
decadal de la precipitacion es gobernada por fenémenos
macro-climaticos, como son: la Oscilacion Decadal del
Pacifico>= PDO, la Oscilacion del Atlantico Norte®*-
NAO y la Oscilacion Multidecadal del Atlantico Norte*-

2 La Oscilacién Decenal del Pacifico es un patrén de variabilidad climatica
en el Océano Pacifico que tiene un periodo de oscilacion decadal de 20 —
30 afios y que mantiene caracteristicas similares a las dos fases del ENSO
(Hurtado, 2009).

3 La Oscilacion del Atlantico Norte es la alternacion de la masa atmosférica
entre las regiones subtropical y subpolar del Océano Atlantico que se caracteriza
por variaciones en el gradiente de presiones al nivel medio del mar, en los
vientos del oeste en las latitudes medias, en las temperaturas superficiales del
océano y en el clima de las regiones continentales (Hurtado, 2009).

4 La Oscilacion Multidecadal del Atlantico Norte es un patron de
variabilidad de la temperatura superficial centrado en el norte del Océano
Atlantico que se ha asociado a la ocurrencia de sequias en Sahel (Africa), a
la variabilidad de la precipitacion del nordeste de Brasil y a la frecuencia de
huracanes en el Océano Atléantico (Mesa, 2007).
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Figura 2. Campos de precipitacion medios mensuales (en mm/mes) para Colombia durante el periodo 1975 — 2006, los cuales fueron
calculados por Hurtado (2009) a partir de 2.270 estaciones pluviograficas y las bases de datos del NCEP, GPCP, TRMM, GOES. La
interpolacion usa una modificacion del modelo PRISM (Daly, et al., 1994, 2008) descrita en Hurtado (2009) y Hurtado & Mesa (2014).

AMO (Hurtado, 2009; Mesa, 2007; Poveda, 2004). Las decadal, sin embargo, otras variables climatolégicas iden-
observaciones de precipitacion para Colombia al parecer tifican cambios en la fase y la amplitud del ciclo anual y
no muestran una tendencia distintiva de la variabilidad semianual, implicando un desplazamiento de las temporadas
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Figura 3. Ciclo anual de la precipitacién media mensual (en mm/mes) para los municipios de Medellin (Antioquia), Bogota, Riohacha
(Guajira) y Quibdé (Chocd), durante el periodo 1975 — 2006, los cuales fueron estimados a partir de los campos de precipitacion calculados
por Hurtado (2009). Una caracteristica distinguible del ciclo anual de la precipitacion de Colombia es su estructura bimodal, la cual
identifica la migracion de la ZCIT sobre el territorio colombiano. Asi mismo, la amplia variabilidad de la precipitacion en Colombia es un
reflejo de su complejidad espacial. Note la uniformidad de la escala de la grafica.

de lluvia en el pais (Poveda, 2004). En la escala inter-anual,
la precipitacion es controlada por la ocurrencia del evento
ENSO (EI Nifio Oscilacién del Sur®). Multiples estudios han
sido desarrollados en Colombia tomando como eje central

5 ElI ENSO (El Nifio Oscilacion del Sur) es un evento macroclimético
recurrente, que se presenta aperiédicamente con un pico de frecuencia al
rededor de los 4 afios y se caracteriza por el calentamiento anormal de las
aguas superficiales del Océano Pacifico tropical Este, anomalias en la presion
atmosférica en las mismas zonas, aumento de las precipitaciones en algunas
regiones del planeta, la profundidad de la termoclina aumenta en el Pacifico
tropical Este y el nivel del mar sube (Hoyos & Webster, 2006).

el analisis de la influencia del ENSO en sus fases calida (El
Nifio) y himeda (La Nifia) sobre el ciclo diurno y anual de
la precipitacion (Poveda, et al., 2002a, b, c; Mesa, et al.,
1997). Los estudios han determinado, de manera general,
que EI Nifio esta asociado con anomalias negativas en la
cantidad de lluvia y La Nifia con anomalias positivas de la
misma (Poveda, et al., 2002a; Poveda, 2004). Los resultados
muestran que durante La Nifia la precipitacion total diaria
puede aumentar hasta un 40% en comparacion con los
afios considerados como normales y hasta un 48% mas en
relacion a los eventos El Nifio (Poveda, et al., 2002a, 2005).
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Como respaldo a lo anteriormente indicado, la Figura 4
presenta los campos medios mensuales de precipitacion
durante el evento El Nifio de los afios 1997 — 1998. Aqui
se distingue una disminucion sustancial en la cantidad total
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de precipitacion en relacion al campo medio anual que
se ilustro en la Figura 2. Durante los meses de diciembre
a marzo, Colombia recibié el mayor impacto del evento
El Nifio, ocasionando conflictos en el uso consuntivo del
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Figura 4. Campos mensuales de precipitacion medios mensuales (en mm/mes) para Colombia durante el evento EI Nifio de 1997-1998, los
cuales fueron calculados por Hurtado (2009) a partir de 2.270 estaciones pluviograficas y las bases de datos del NCEP, GPCP, TRMM, GOES.
La interpolacion usa una modificacion del modelo PRISM (Daly, et al., 1994, 2008) descrita en Hurtado (2009) y Hurtado & Mesa (2014).
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agua, la disminucién de niveles en los embalses, pérdidas
en las cosechas de productos agricolas, entre otros mas. En
la Figura 1S, http://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/
article/downloadSuppFile/196/996, se presenta la contra-
cara del evento anterior, conocido como La Nifia. En esta
figura, se ilustra el evento de los afios 1999 y 2000, el cual
se caracteriz6 por ser uno de los eventos de mayor duracion
y que consisti6 de dos momentos temporales donde se
intensificaron las precipitaciones. Es importante resaltar
que durante un evento La Nifa, los conflictos por el agua
adoptan otro caracter al que se presenta durante un evento El
Nifio, puesto que el exceso de agua contribuye al desarrollo
de inundaciones, a la susceptibilidad de falla de taludes, a
la marchites de las plantas por exceso en la capacidad de
campo del suelo, etc.

A la escala intra-anual, la variabilidad es modulada por la
Oscilacién Maden — Julian® (MJO), las ondas tropicales del
Este, los huracanes sobre el Caribe y el Pacifico oriental y los
frentes frios procedentes desde ambos hemisferios en época
de invierno (Poveda, 2004). Para Colombia se destaca que el
ciclo diurno de la lluvia es mas activo durante la fase Oeste’
de la MJO y se presenta un incremento de la precipitacion
total diaria de hasta un 77% en relacion al valor medio de la
misma (Poveda, et al., 2002a).

Los estudios sobre la MJO reconocen que es necesario
determinar el origen de las oscilaciones y explicar los
mecanismos fisicos de interaccién, para tener un claro
panorama de las implicaciones en el estado del clima
y de la precipitacién sobre el territorio colombiano
(Poveda, et al., 2002a; Hoyos & Webster, 2006). Todas las
observaciones que aqui se han destacado de los estudios
sobre la precipitacion en Colombia en sus diferentes
escalas temporales, nos advierten del alto grado de
complejidad para explicar su variabilidad y dindmica;
por lo tanto, aln se mantienen abiertos los interrogantes
sobre que herramientas y procedimientos matematicos
convendrian ser utilizados para acercarnos a un mayor
entendimiento de este proceso fisico.

4. Modelos descriptivos de la precipitacion
4.1 Los modelos estocésticos

Como ha podido evidenciarse en las Figuras 2 a 4, la
precipitacion se caracteriza por la alta variabilidad de sus
observaciones tanto en el espacio como en el tiempo. Si
concentramos nuestra atencion en la variabilidad temporal,
es decir, en el patron que se observa en las series de tiempo
que son registradas en las estaciones pluviograficas, como se

6 La Oscilacion Maden — Julian es un fendmeno climéatico que se caracteriza
por la presencia de oscilaciones en diferentes variables climéticas a la
escala temporal entre 25 y 80 dias, la cual se reconoce por la presencia de
anomalias en la precipitacion (Hoyos & Webster, 2006).

7 Se considera la fase Oeste (0 positiva) de la MJO, las épocas en las

que la velocidad del viento zonal es mayor a una desviacion estandar en
relacion a una serie indice (Poveda, et al., 2002a).

Complejidad espacio — temporal de la precipitacion

ilustra en la Figura 2S, http://www.raccefyn.co/index.php/
raccefyn/article/downloadSuppFile/196/997. Se puede llegar
a la conclusion que expresa Rodriguez—Iturbe (1991), al decir
que la precipitacion es un proceso fisico que proviene de un
sistema deterministico altamente no-lineal, cuyos patrones
conservan una apariencia similar a la generada por un pro-
ceso aleatorio. La idea de enmarcar la precipitacion como una
variable fisica aleatoria, incentivo a que los primeros intentos
por describir la precipitacion consistieran en buscar un tipo
de proceso aleatorio que se adapte a todos los conjuntos de
datos observados, pero ante la marcada variabilidad de las
observaciones tanto en el espacio como en sus diferentes
escalas de agregacion, no se ha logrado determinar la
existencia de un Unico proceso aleatorio, y lo que es mas
grave, no hay consistencia cuando se cambia la escala de
agregacion. Con base en lo anterior, la consideracion que
describe la precipitacion como un proceso fisico que puede
ser explicado por funciones aleatorias no ha producido una
teoria satisfactoria. Aunque el concepto general es adecuado
para caracterizar la imposibilidad de hacer predicciones, es
incompleta, no explica la heterogeneidad espacio — temporal
de la precipitacion en todas sus escalas y requiere hipotesis
especificas al lugar de estudio y a la escala espacial y
temporal usada en el modelo.

Rodriguez—-Iturbe, Gupta & Waymire (1984) sefialan que
la mayor dificultad de los modelos estocasticos estd en la
estimacion de sus pardmetros. Uno de los primeros modelos
estocasticos que fue disefiado para la representacion de
eventos de tormenta es el denominado modelo de ruido
blanco de Poisson (Rodriguez—-Ilturbe, et al., 1984). Aqui se
representa el nimero de tormentas de lluvia N(t) como una
secuencia de pulsos instantaneos que son gobernados por un
proceso de Poisson® con pardmetro A. El primer problema
que se puede identificar de este proceso esta relacionado con
la estimacion de la covarianza® evaluada sobre la secuencia
de valores discretos de lluvia acumulada (Y;). La covarianza
observada es significativamente mayor a la correspondiente
en el modelo, en donde por definicion los incrementos (Y;)
son independientes, luego Cov[Yi,Yi] = 0. Como se puede
observar en la Figura 5, la funcién de autocorrelacion?®,
aunque decae rapidamente para los registros de precipitacion
agregados en las menores escalas de agregacion temporal,
no es cero para todos los rezagos. Debe tenerse en cuenta

8 En un proceso de Poisson N(t) representa el nimero de pulsos (eventos) en
el intervalo(0, t). Hay varias definiciones, una de las mas simples establece
que (i) los incrementos son independientes, es decir que N(t,) - N(t;) es
independiente estadisticamente de N(t,) - N(t,) para t, <t,<t;<t,; y (ii) las
probabilidades siguen la distribucion Pr{N(t) = n} = p, = (1/n!)(At)"e ™
con parametro /4 (Feller, 1967; p.292, 446; Bhattacharya & Waymire, 2009;
p.261).

9 La covarianza de dos variables aleatorias X e Y se define como
CoV[X,Y]=E[(X —p )Y —p,)], donde E representa la esperanza
matematica y uy = E [X] es el valor esperado de la variable aleatoria (Feller,
1967; p.230).

10 Puede asociarse la funcién de correlacion con la covarianza del proceso
mediante la expresion p(X,Y) = Cov[X,Y1/ (6,0,) (Feller, 1967).
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Figura 5. Funcién de correlacion de valores totales de precipitacion (en mm) del afio de 1999 para las escalas de agregacion temporal:
(a) T=30 min, (b) T=60 miny (c) T = 3h, los cuales fueron medidos en la estacion pluviografica Bosa Barreno (Bogotd) y las curvas de
ajuste de la funcién de correlacion de las observaciones (linea de color rojo) y la expresion tedrica indicada en Rodriguez—Iturbe, et al.
(1984, Ec. 29) (linea de color azul). Las lineas punteadas representan los intervalos de confianza para el cual los valores de la funcion de
correlacion son significativamente diferentes de cero; estos intervalos de confianza fueron estimados para un nivel de significancia del 95%,
asi su magnitud es calculada como 1.96 veces el error estandar para grande rezagos de la funcion de correlacion (Hipel & McLeod,1994,
p.73). En esta figura k >2 representa el rezago (o desfase) para el cual es calculada la funcién de correlacidn. El decaimiento exponencial
de la funcion de correlacion de las intensidades de precipitacion es un aspecto considerado en el modelo de pulsos rectangulares de Poisson
(Rodriguez—Iturbe, et al., 1984; Rodriguez—-Iturbe, et al., 1987), sin embargo, el exponente de decaimiento que se muestra en cada una de
las graficas, no se mantiene constante para todas escalas. Por lo cual, las limitaciones de los modelos de Poisson para la lluvia, residen en
que los pardmetros obtenidos para una escala de agregacion pueden no llegar a ser funcionales para describir procesos en otras escalas.

que las funciones de correlacion que se muestran en la
Figura 5 no representan la correlacion entre el nimero de
aguaceros p(N;, Ni.) en diferentes escalas temporales T, sino
la correlacion entre el total de precipitacion p(Yi, Yix)-

Ahora, la comparacion vamos hacerla con un modelo de
Poisson asumiendo que el total de precipitacion (Y;) que
ocurre en cada evento, es una variable aleatoria con una
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determinada distribucion, independiente para cada evento,
lo que en la literatura se conoce como un proceso de Poisson
marcado; o la variante llamada pulsos rectangulares de
Poisson (Rodriguez—Iturbe, et al., 1987, Rodriguez—Iturbe,
1986), en donde la duracién y la intensidad (constante
durante la duracién) del evento son variables aleatorias
independientes. En ambos casos la conclusion de la compa-
racién es la misma, porque la estructura de dependencia es
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heredada del proceso de Poisson, y s6lo en el modelo de
pulsos rectangulares de Poisson (cuando las distribuciones
para la duracion y la intensidad son exponenciales) hay
lugar a un decaimiento exponencial de la correlacion,
como se observa en la Figura 5, pero la tasa de decaimiento
exponencial (1) debera ser la misma, independiente del nivel
de agregacion temporal (i.e. en el ejemplo este valor es igual
a 1.04). Rodriguez—Iturbe (1986) y Rodriguez-Iturbe, et
al. (1987) sefalan la conclusion que hemos resaltado en el
sentido que los parametros estimados para un determinado
nivel de agregacion producen resultados deficientes si se
aplican a otras escalas temporales. La Figura 2S ilustra la
relacion entre la intensidad méaxima y la escala de agregacion
para las series de tiempo observadas en Bosa Barreno
en el afio 1999 y las simuladas con el modelo de pulsos
rectangulares de Poisson desde la escala de 30 minutos. Estos
resultados reiteran la imposibilidad del modelo para capturar
completamente la estructura estadistica y geométrica de las
observaciones, considerando que en este caso particular, el
modelo preserva el decaimiento exponencial de la relacion,
pero sobreestima las intensidades méaximas de precipitacion.

Hay modelos estocasticos mas generales, como son aquellos
que proceden de la familia de modelos de Neyman — Scott.
En el modelo denominado ruido blanco de Neyman — Scott
(Rodriguez-Iturbe, et al., 1984; Rodriguez—Iturbe, 1986), se
consideran que los tiempos de arribo de las tormentas son
gobernados por un proceso de Poisson con pardmetro 1y las
tormentas tienen un ndmero aleatorio de pulsos asociados
que es representado por otro proceso aleatorio puntual. Por
otra parte, para obtener los cuatro pardmetros que constitu-
yen al modelo de Neyman — Scott, es necesario implementar
un procedimiento iterativo para resolver simultaneamente
el sistema de ecuaciones que involucra a los parametros y
comparar las respuestas de las varianzas teérica y estimada.

Puede verse, que en la medida en que el proceso estocastico
se hace mas general en su capacidad para describir
adecuadamente los procesos de precipitacion observados,
el ndmero de pardmetros aumenta y del mismo modo,
la complejidad para su estimacion; por otra parte, estos
modelos resultan ser mas eficientes para la descripcion
de patrones en las escalas menores a la horaria y adn se
mantienen las dificultades con los estimativos que resultan
de las transformaciones de escala'?. Es de resaltar que en

11 En este caso la funcién de correlacién adquiere la forma p(Yi, Y) = C e
-1¢-DT siendo # un parametro asociado a la duracién media de los eventos
de lluvia y que representa la tasa de decaimiento, T la escala temporal de
los datos y C una constante.

12 Otros modelos estocasticos como es el modelo STREAP (Realizaciones
Espacio — Temporales de Precipitacion Areal), el cual fue introducido por
Paschalis, et al., (2013), es capaz de reproducir algunas caracteristicas
esenciales del campo de precipitacion mediante la descripcion del arribo
de las tormentas, la evolucion temporal de precipitacion areal dentro de
la tormenta y la evolucion temporal de la estructura bidimensional de la
tormenta. Pese a que este modelo mejora en la capacidad para reproducir
las propiedades estadisticas del campo de precipitacion, siguen existiendo

Complejidad espacio — temporal de la precipitacion

adicion a sus dificultades conceptuales, la implementacion
de estos modelos estocasticos para la representacion de
patrones temporales de precipitacion resultaran ineficaces
para Colombia por razones préacticas, puesto que la mayor
parte de las mediciones que se efectlian en las estaciones se
dan a una resolucién temporal de 24 horas, limitando asf,
la confiabilidad de los resultados que puedan derivarse de
estos modelos.

4.2 Los modelos fractales

Rodriguez—Iturbe (1991) afirma que los patrones temporales
de precipitacion aunque irregulares, preservan una cierta
estructura, cuya clave esta presente en la relacion entre
las irregularidades de las escalas. Esta relacion puede
ser comprendida mediante la propiedad fractal de auto-
semejanza, que caracteriza a los objetos por la invariancia
respecto a la traslacion y cambio de escala (Feder, 1988).
Una manera de caracterizar el grado de irregularidad de las
fluctuaciones en los patrones de precipitacion es mediante
el uso de objetos geométricos denominados: medidas
multifractales. Estos objetos geométricos se conforman
por subconjuntos de objetos fractales, que se caracterizan
por tener un espectro de exponentes de escalamiento
(Feder, 1988). Una manera de evidenciar esta caracteristica
geométrica en los registros de precipitacion se puede observar
en el ejemplo que se ilustra en el recuadro superior de la
Figura 6. Aqui, Los momentos de orden k de la precipitacion
total a laescala T, denotados por my(T) = E[X ¥(T)], muestran
una relacion potencial con la escala, es decir m,(T) oc T?.
De esta relacion resulta un exponente de escalamiento 6, que
depende del orden del momento k. Si la serie de tiempo de
precipitacion que se describe con la relacion my(T) oc T?%,
correspondiera a la de un objeto monofractal, i.e. un objeto
fractal con escalamiento simple, la dependencia de 6, en k
serfa lineal, como lo indica la linea punteada del recuadro
inferior de la Figura 6%. Sin embargo, se puede apreciar
que para la serie de tiempo de precipitacion que se toma
como ejemplo, se presenta un crecimiento sublineal en la
relacion entre k y 6,, que intuitivamente podria indicarnos
que se esta tratando no solo con un objeto multifractal, sino
también con un proceso fisico no-lineal. Es importante
destacar, que el grado de multifractalidad en la serie de
tiempo puede determinarse, parcialmente, si observamos
una tendencia del exponente 6, hacia valores cercanos a
cero. Otras herramientas como son el espectro multifractal
y la funcién de codimension, permiten caracterizar de mejor
forma la estructura multifractal de un conjunto de datos. En
el contexto del estudio de la estructura multifractal de la
precipitacion se recomienda revisar los trabajos efectuados
por Lovejoy & Schertzer (1995), Gémez & Poveda (2008) y

limitaciones con la tractabilidad mateméatica del modelo, la poca o no
preservacion de las propiedades geométricas del campo de precipitacion y
la ausencia de una base fisica en sus parametros.

13 En el recuadro inferior de la Figura 6, se ilustra una funcién conocida
bajo el nombre de funcién de estructura.
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Figura 6. Para la serie de tiempo de valores de precipitacion (en mm)
medidos en la estacion pluviografica Bosa Barreno (Bogota) durante
el periodo 1995-1999 (ver Figura 3S, http://www.raccefyn.co/index.
php/raccefyn/article/downloadSuppFile/196/998), el cuadro superior
muestra los primeros ocho momentos estadisticos mi(T), k =1, 2,
..., 8, en funcién de la escala de agregacion temporal T = 30 min, 45
min, 1h, 3h, 6h, 24h y el cuadro inferior, la funcidn de estructura
correspondiente, 6, vs. k. En el marco conceptual de multifractales
universales (Lovejoy & Schertzer, 1995; Schertzer & Lovejoy,
2011), un campo es multifractal si un arbitrario momento m, escala
de la forma: m(T) = T%, donde 6, representa una funcion de
escalamiento de los momentos estadisticos, que caracteriza la varia-
bilidad del campo para diferentes escalas de agregacion temporal.
El comportamiento bilineal que describe la funcién de estructura
para las observaciones de precipitacion de la estacion Bosa Barreno,
permite evidenciar la existencia de una estructura multifractal en
la informacidn para el rango de escalas que aqui se indican.

Pefiaranda (2008), para mayores detalles sobre los métodos
de construccién del espectro multifractal y la caracteri-
zacion de campos de precipitacion desde este enfoque.

Dada la existencia de una estructura multifractal en los
patrones de precipitacion, la comunidad cientifica no
tard6 en introducir modelos que preservaran tanto las
propiedades estadisticas de las observaciones, como tam-
bién las propiedades multifractales encontradas en ellas.
Uno de los primeros modelos conceptuales que empled
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el concepto de multifractalidad es el denominado modelo
de cascadas aleatorias, introducido por Gupta & Waymire
(1993) y posteriormente implementado por Over & Gupta
(1994, 1996) y Over (1995). Este modelo a diferencia
de los modelos estocasticos, requiere de muy pocos
parametros para representar la intermitencia en el dominio
espacio — temporal, sin embargo, las bases conceptuales
del modelo se apoyan en la teoria de funciones aleatorias
para la construccion del campo y en virtud a ello, existen
dificultades en la validacion de las hipotesis que giran en
torno al tipo de generador aleatorio utilizado en el proceso
de construccion de las cascadas multiplicativas.

Otro de los modelos que usa la teoria multifractal pero
con naturaleza enteramente deterministica, fue introducido
por Puente (1996); Puente & Obregon (1996), el cual se
denomina Aproximacion Fractal — Multifractal (FMF). En
este modelo los patrones observados son estimados a partir
de la construccion de una funcion de interpolacion fractal'.
Es claro que la geometria Euclidiana y las funciones mate-
maticas elementales son la base de los métodos tradicionales
para el manejo e interpretacion de datos (Barnsley, 2006),
como por ejemplo el método de minimos cuadrados. Si en
lugar de emplear estos métodos para interpolar un grupo
de puntos, se utilizasen combinaciones lineales de funciones
elementales de la forma:

R M

se obtiene lo que es denominado como: funcién de
interpolacion fractal (Barnsley, 2006), en donde ap, Cp, dn,
en Y fn son los parametros fundamentales de esta funcion.
Si consideramos un conjunto de tres pares de puntos {(0,0),
(1/2,2), (1,0)}, como el que se ilustra en el recuadro superior
izquierdo de la Figura 7 (puntos de color rojo), los cuales
son interpolados a través de dos sistemas de ecuaciones
lineales (o mapas afines) W1 y Wy, cuyos parametros son
indicados a la derecha de la misma figura, se consigue una
interpolacion lineal entre los pares de puntos. Para esta
interpolacion el pardmetro |dp| se fij6 en un valor z = 0.0.
Ahora, si el pardmetro |dp| se fija en un valor z = 0.8 (ver
recuadro inferior izquierdo de la Figura 7); se consigue una
interpolacion no-lineal, mas compleja e intrincada. Para
este Gltimo caso, la dimensidn geométrica que describe
la trayectoria entre los puntos no es una linea recta con
dimension igual a 1.0, sino en vez, un complejo sistema de
objetos lineales inter-relacionados que tienen una dimension
no entera igual a 1.7 (en este caso); razon por la cual esta
funcién de interpolacién adquiere el nombre de fractals.

14 Ver la referencia: Barnsley (2006) para mayor detalle del proceso de
construccion de las funciones de interpolacion fractal.

15 El término fractal se le atribuye a Benoit Mandelbrot, quien lo empled
para describir objetos geométricos irregulares o fragmentados. Una
introduccion a la geometria fractal puede consultarse en la referencia:
Mandelbrot (1982).



Rev. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat. 39(152):304-320, julio-septiembre de 2015

Complejidad espacio — temporal de la precipitacion

z=0.0
p=0.7
08 } Df=1.0

@ O O

Parametros

W, w,

a 0.50 0.50
1.00 -1.00

0.00 0.00

0.00 0.50

f 0.00 1.00

dy p 070 0.30

Parametros

W W,

a 0.50 0.50

c 1.00 -1.00
d 0.80 -0.80
e 0.00 0.50

f 0.00 1.00

p 070 0.30

-0.6
1
x
©
0
0 0.5 1
X

Figura 7. La aproximacion FMF se describe a través de tres elementos constitutivos que pueden ser observados en las imagenes: (a) la
medida multifractal, (b) la funcién de interpolacion fractal y (c) la medida derivada. La linea roja discontinua nos orienta sobre el sentido
en que deben leerse las graficas. La funcion de interpolacion de las graficas aqui indicadas, se construyeron para los puntos: {(0,0), (0.5,1),
(1,0)}, fijando un valor del pardmetro |dp| = z. En la aproximacion FMF, los patrones geofisicos pueden derivarse desde la proyeccion de
una medida multifractal sobre una funcién de interpolacion fractal. Este concepto puede también apreciarse en las graficas de la Figura 4S,
http://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/downloadSuppFile/196/1001, del material suplementario.

Durante la construccion de la funcién de interpolacion
fractal, dos medidas de probabilidad son generadas
mediante el conteo de frecuencias de los puntos definidos
en las coordenadas x e y de la trayectoria de la funcion
de interpolacion (Puente, 1996). Para las funciones de
interpolacién que se ilustran en la Figura 7, en x se obtiene
una medida (dx) binomial*® multifractal*” 8. En y se obtiene

16 La medida binomial se obtiene si una barra uniforme es dividida
iterativamente en dos piezas de diferente tamafio, que a su vez se
distribuyen uniformemente sobre un soporte geométrico, en cada etapa
del proceso (Feder, 1988).

17 El término multifractal indica que en cada capa de la medida dx existe
un conjunto de puntos con diferente dimensién fractal (Mandelbrot, 1989).
18 Este resultado se logra cuando el parametro p adquiere un valor igual a

una medida que dependera del valor del parametro z'°.
Para la aproximacion FMF, la medida encontrada en y es
denominada la medida derivada dy. Como puede apreciarse
en la Figura 7, la medida derivada guarda una amplia
semejanza con los patrones de alta resolucion temporal que
se observan en la precipitacion.

Para generalizar la idea atras del mecanismo de construccion
de las medidas derivadas (dy) con la aproximaciéon FMF,
nos apoyaremos en el concepto de proyeccion (Puente,

0.7, el cual determina la probabilidad de emplear el primer mapa afin en el
proceso iterativo de construccion de la funcion de interpolacién.

19 Para valores de z —0 se obtendra una medida dy uniforme y para valores
de z —1 la medida dy se parecera a una funcién Gaussiana (Puente, 1996).
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1996). Este concepto establece que las medidas derivadas
(dy) se construyen mediante la proyeccion o el mapeo de las
medidas multifractales que se soportan sobre las funciones de
interpolacion fractal y que al ser iluminadas desde un angulo
fijo 6, se pueden obtener patrones altamente intermitentes y
semejantes a aquellos que son observados en geofisica (e.g.
series de tiempo de precipitacion). En la Figura 4S se ilustra
el concepto de proyeccion a través de una representacion
tridimensional de la medidas multifractales, las cuales
se observan que estan soportadas en la trayectoria de una
funcién de interpolacion fractal. En el recuadro inferior de
la Figura 4S, se muestran la construccion geométrica de
la tormenta de Boston del 15 octubre de 1980, la cual fue
estimada por Puente & Obregon (1996) y que aqui se replica
con el proposito ilustrativo de nuestras ideas.

Otras aplicaciones més recientes en el estudio de la preci-
pitacién, como son los desarrollados por Huang, Puente
& Cortis (2013) y Pefiaranda (2008), denotan que los
patrones obtenidos desde la aproximacion FMF son bastante
semejantes a los patrones simulados, conservando asi, tanto
la estructura estadistica y multifractal de los observables. No
obstante, esta aproximacion sélo puede representar ventanas
temporales y no la evolucién temporal de los procesos de
precipitacion. Puente (1996) sugiere que una aproximacion
dindmica FMF podria llevarse a cabo si se estudiase la
evolucion de los pardmetros, sin embargo, aun existen
dificultades en la solucion del problema inverso®. Huang, et
al. (2013) determinaron que no existe una unica codificacion
para un conjunto de datos observados? y por tanto, una
aproximacion dinamica como la sugerida por Puente (1996)
no seria factible.

Es importante destacar, que existen otros grupos de mode-
los que también se apoyan en la fenomenologia multifractal,
como son los modelos de descomposicion de onditas
introducido por Perica & Foufoula-Georgiou (1996a) y los
modelos de cascadas continuas anisotrépicas propuestos
por Tessier, Lovejoy & Schertzer (1993) y Lovejoy &
Schertzer (1995). Todos estos modelos intentan preservar
las propiedades multifractales del campo de precipitacion,
apoyandose en una formulacién conceptual que les permita
comprender el mecanismo del escalamiento estadistico
encontrado en las observaciones. Sin embargo, ain después
de encontrar ajustes adecuados en los resultados de los
modelos, no se ha logrado conectar la naturaleza fisica
de los procesos de precipitacion con la fenomenologia
multifractal empleada; por lo cual la evolucién de los
modelos fractales y/o multifractales, siguen generando
nuevos interrogantes sobre la validez de las hipotesis
incluidas en los modelos y el enlace con la realidad fisica
que se expone en la precipitacion.

20 Aqui se define el problema inverso como el proceso sistematico para
determinar los parametros del modelo a partir de un patrén observado.

21 i.e. Existen varios grupos de parametros que pueden representar un
mismo patron.
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4.3 Modelos de base fisica

Desde la base conceptual de los modelos que hasta aqui
se han mencionado, es claro que no han considerado, en
principio, las bases fisicas de los procesos de precipitacion,
sin embargo otras investigaciones como las realizadas por
Nordstrom & Gupta (2003); Marzan, Schertzer & Lovejoy.
(1996); Perica & Foufoula-Georgiou (1996b), han hecho
esfuerzos por definir relaciones tedricas entre la fisica y
la formulacién matemética de los modelos descriptivos
de la estructura espacio — temporal de la precipitacion.
El objeto de estos trabajos es, por supuesto, avanzar en la
explicacion fisica de la precipitacion, pero partiendo desde
un principio de parsimonia y no buscando aumentar el
nimero de parametrizaciones de los modelos empleados
en meteorologia. Al respecto, ;como debe ser entonces esta
formulacién fisica?;Desde qué teoria matematica, de las
aqui presentadas, debemos emprender tal formulaciéon? Por
seguro, sabemos que la precipitacion guarda una estruc-
tura estadistica que puede ser representada correctamente
desde la teoria multifractal, sin embargo, emerge una nueva
pregunta: ;cual es la base fisica de la multifractalidad de
la precipitacion?

Marzan, et al. (1996) proponen un modelo espacio —
temporal basado en la teoria de escalamiento dindmico, la
cual explica la fisica del campo de precipitacion a través de
la conservacion de las propiedades de simetria del ambiente
turbulento en el cual se desarrolla la precipitacion. En este
modelo, Marzan, et al. (1996) presumen que la lluvia es un
escalar pasivo que debe preservar las mismas propiedades
de escalamiento de la turbulencia atmosférica. Sin embargo,
Marzan, et al. (1996) encuentran que estas propiedades no se
preservan. En la turbulencia no-homogénea el exponente de
escalamiento anisotropico H es del orden de 1/3, pero para el
campo de precipitacion este valor es del orden de 1/2. A pesar
de esta inconsistencia, el escalamiento anisotropico permite
identificar una ruptura en la simetria del eje temporal, la
cual ayuda a distinguir el pasado del futuro. Asi, es factible
la construccién de un modelo que describa la evolucién
espacio — temporal del campo de precipitacion apoyado en
la conceptualizacion de cascada multiplicativa. Algunas
aplicaciones de este nuevo modelo pueden ser encontrados
en Lovejoy & Schertzer (2013).

Desde el marco de la teoria de escalamiento dindmico,
Perica & Foufoula-Georgiou (1996) formulan una relacion
predictiva entre las caracteristicas estadisticas de la preci-
pitacion y los parametros meteoroldgicos de las tormentas,
postulando la existencia de una conexion empirica entre los
parametros de escalamiento y los indices termodinamicos
que describen el ambiente atmosférico de las tormentas.
Ellos sugieren que los pardmetros de escalamiento de las
observaciones de precipitacion dependen de la intensidad
de la inestabilidad convectiva, es decir, entre mayor sea la
inestabilidad convectiva en el area en que se desarrolla la
tormenta, se encontraran valores mas altos en los pardmetros
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de escalamiento. Otro hallazgos encontrado por Perica &
Foufoula-Georgiou (1996), es la isotropia de los parametros
de escalamiento. Esto Gltimo sugiere que las propiedades de
escalamiento no dependen de la direccion y reducen el nivel
de complejidad de los modelos de precipitacion.

Entre los modelos de base fisica y construidos sobre ecua-
ciones dinamicas, se encuentra el modelo introducido por
Nordstrom & Gupta (2003). Este modelo es construido
para estudiar la Iluvia convectiva tropical sobre el océano,
independiente de consideraciones estadisticas y se interesa
en entender el origen fisico del escalamiento estadistico de
las observaciones de precipitacion. La fenomenologia fisica
del modelo se apoya en la conceptualizacién sugerida por
Mapes (2000), la cual considera que la estructura vertical
de la atmosfera es excitada por procesos de calentamiento
convectivo. Bajo esta fenomenologia, la intensidad de la
conveccion profunda es modulada por la energia potencial
convectiva disponible (CAPE) y la frecuencia de ocurrencia
es modulada por la relacién entre la inhibicién convectiva
(CIN) y la energia detonante (K). Los avances que se han
efectuado en el estudio de este modelo, han permitido
evidenciar que uno de los parametros asociados a la CIN,
puede adquirir un valor critico que conduce a la estructura
multifractal del campo de precipitaciones. Basado en estos
avances, este modelo resulta promisorio para dar respuesta
a las formulaciones que se enunciaron al principio de
esta seccion. Es importante resaltar que la caracteristica
del modelo que define una condicion de criticalidad, es
semejante a los fendmenos no-lineales que son encontrados
en mecanica estadistica y que han sido abordados desde la
teoria de fendmenos criticos.

En la literatura técnica podemos encontrar otros modelos,
asociados a los procesos de precipitacién, que describen
fenémenos de criticalidad auto-organizada. Uno de estos
modelos es el introducido por Peter & Neeling (2009, 2006),
quienes sugieren que la cantidad de vapor de agua en la
columna integral juega un papel de parametro de ajuste en
el desarrollo de la conveccion. Cuando este parametro de
ajuste alcanza un valor critico, se presenta una transicion a
la precipitacion fuerte. Esta transicion induce a que Peter
& Neeling (2009, 2006) presuman que se estd tratando
con un proceso fisico que sigue las reglas de los sistemas
de criticalidad auto-organizada. En oposicion a lo expreso,
Muller, Back, O’Gorman & Emanuel (2009) consideran
que la evidencia empirica de criticalidad auto-organizada
encontrada por Peter & Neeling (2006) es esencialmente
circunstancial, considerando que no existe un mecanismo
fisico que lo describa y ademas existen fuertes limitantes de
informacion para verificar la consistencia de la relacion que
se propone. Aln las discusiones en un sentido o en otro, se
mantienen abiertas.

Uno de los trabajos recientes que busca explicar la
influencia de la humedad en la conveccion y que conecta
algunas de las ideas previamente introducidas por Peter
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& Neeling (2009,2006), fue desarrollado por Craig &
Mack (2013). En este trabajo se introduce un modelo
de balance de humedad para la troposfera libre en el
cual la fenomenologia fisica se apoya en tres procesos:
i) un proceso de secado por subsidencia, ii) un proceso
de humedecimiento convectivo, y iii) un proceso de
mezcla horizontal turbulento. La construccion conceptual
que realiza Craig & Mack (2013), permiten ver que
la troposfera libre puede ser representada a través
de un sistema bi-estable?? en el cual los procesos de
retroalimentacién conducen a que las regiones secas sean
méas secas y las regiones himedas sean mas humedas,
dentro del campo de humedad. Craig & Mack (2013) han
denominado este proceso de concentracion de la humedad,
bajo el nombre de segregacion. Un resultado importante
del trabajo de Craig & Mack (2013), se asocia con las
propiedades fractales del modelo. Ellos identifican que
el proceso de segregacién preserva la propiedad de auto-
semejanza dinamica, es decir, la escala espacial de las
estructuras?® crecen de acuerdo a una ley de potencia en
el tiempo. Adicionalmente, Craig & Mack (2013) sugieren
que la auto-organizacion es una propiedad genérica de los
sistemas bi-estables, que es representado en el modelo
por un proceso de transporte espacial débil (como es la
difusion), una dependencia lineal de la tasa de secado por
subsidencia, una dependencia exponencial en la tasa de
humedecimiento convectivo y una restriccién determinada
por la hipotesis de equilibrio radiativo — convectivo.

Es importante aclarar que el modelo introducido por Craig &
Mack (2013), es una aproximacién para describir el campo
de humedad en el cual se desarrolla la conveccion; por
tanto, aln se desconoce el canal para que los resultados que
se derivan de este modelo puedan representar el campo de
precipitacion. No obstante, este modelo redine un conjunto
de propiedades interesantes a resaltar: la naturaleza fisica
en la cual se desarrolla la conveccién, las propiedades
fractales del proceso de segregacion y una estructura
conceptual que se enmarca en la teoria de los fenémenos
criticos. Desde la base conceptual introducida por Craig &
Mack (2013), se enmarca una nueva ruta en el estudio de la
precipitacion, la cual podra ser abordada si se logra traducir
el modelo de balance de humedad en un modelo de lluvia y
si se estudian las propiedades estadisticas y multifractales
del campo simulado. Pero, el reto cientifico, es necesario
abordarlo con cautela, puesto que la respuesta del modelo
deberé ser contrastada con las observaciones que estén a
la escala adecuada y en la cual el proceso de segregacion
pueda ser evidenciado.

22 En la teoria de los fenémenos criticos, un sistema bi-estable es
representado por dos estados de equilibrio. Estos dos estados de equilibrio
son dados por que la funcién de energia libre se compone de dos puntos
criticos que representan dos estados de minima energia.

23 En este contexto, las estructuras representan las regiones en las cuales se
concentra la humedad o las regiones que se hacen mas secas.
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5. Conclusiones

Cuatro aspectos esenciales han sido discutidos e ilustrados
a lo largo del articulo: i) La importancia practica y cientifica
de avanzar en el conocimiento de la precipitacion. ii)
La complejidad de la estructura espacio — temporal de la
precipitacion mediante ilustraciones en el caso colombiano,
que exhibe gran variabilidad espacial en cortas distancias,
cambios importantes a escala inter-anual, anual, intra-
anual, diaria y de tormenta. Aunque hay explicaciones
parciales, subsisten multiples preguntas. A escala mayor
en el espacio — tiempo puede haber algin grado de
suavizacion de la gran variabilidad de la escala fina, pero
no desaparece la variabilidad, y tampoco las preguntas. Por
ejemplo, el efecto del cambio climético tiene niveles no
despreciables de incertidumbre, no sélo por el signo y la
magnitud del cambio y su estructura espacial, sino también
por su estructura espacio — temporal. Puede darse el caso
de un sitio donde se presenta una tendencia decreciente en
la precipitacién a escala multi-anual y puede estar sometido
a tormentas intensas mas frecuentes. iii) Se describen
mediante modelos representativos, los principales enfoques
que se han usado para explicar la precipitacion y se hace
énfasis en sus limitaciones. iv) Se discuten las posibles rutas
para futuras investigaciones en el estudio de la precipitacion.

Las formulaciones conceptuales que se han enunciado en
este articulo, muchas de ellas con un caracter puramente
matematico, presentan resultados que parecen adecuados
para representar el campo de precipitacion; sin embargo,
debe tenerse presente que en los ajustes de los modelos,
solamente logran representar algunas caracteristicas esta-
disticas o geométricas de los patrones observados de
precipitacion a la escala usada para ajustar el modelo, pero
su falta de integralidad con la fisica del proceso, no garanti-
zan la universalidad de sus teorias. Como consecuencia de
lo anteriormente indicado, las preguntas cientificas sobre
la descripcién espacio — temporal de la precipitacion se
encuentran abiertas, lo que trae consecuencias para las
aplicaciones en el contexto pragmatico de la ingenieria.
En la medida en que los dltimos resultados tedricos de
las ciencias fisicas y matematicas sean acoplados como
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herramientas de estudio y entendimiento de los procesos
hidrol6gicos, mas acertadas e integradas seran las teorias
dinamicas de la precipitacion. Ejemplos de ello se puede
evidenciar en los trabajos de Nordstrom & Gupta (2003),
Peters & Neelin (2006, 2009) y Craig & Mack (2009),
quienes vislumbran el desarrollo de un fenémeno critico
en los procesos de precipitacién que ocurre durante las
transiciones de fase en la atmdsfera, y aunque estos tra-
bajos no estdn enmarcados directamente a explicar la
naturaleza fisica de la multifractalidad, creemos que en
estas conceptualizaciones puede estar la clave para este
fin. Un avance dentro de este marco permitira comprender
mejor la variabilidad del campo de precipitacion en todas sus
escalas de desarrollo y atin mas, las relaciones que puedan
existir entre todas las escalas. Lo ultimo, tendria un impacto
importante para los estudios hidroldgicos que se realizan en
regiones con informacidn escasa, puesto que se tendria la
total claridad para establecer un protocolo de desagregacion
de la informacién e inclusive, para optimizar las técnicas
de disefio en ingenieria hidraulica.

A nuestro juicio, los trabajos futuros deben estar enmarcados
a establecer los limites funcionales de todas las teorias, no
a lograr mejores ajustes de los modelos. Se debe intentar
aclarar cuales de ellos verdaderamente proporcionan una
explicacién valida y universal sobre la dindmica espacio —
temporal de la precipitacion. Unos primeros pasos en ese
sentido, estaran en: i) demarcar relaciones concluyentes
entre la fenomenologia de cascadas multifractales y las
ecuaciones dinamicas fundamentales de la atmosfera,
i) verificar si el origen del escalamiento multifractal de
la precipitacion tropical proviene como respuesta a un
fendmeno critico termodindmico y iii) a la luz de los avances
en el entendimiento de la dinamica de los procesos de
precipitacion, identificar su eficacia para las aplicaciones.
Estas aplicaciones, no sdlo consisten en la re-formulacion de
procedimientos convencionales para la toma de decisiones
en ingenieria, también comprende la conjugacién de nuevas
herramientas para estudiar escenarios de cambio climético,
los cuales finalmente determinan el porvenir social y
econémico de la humanidad.

Informacion suplementaria

Figura 1S. Campos mensuales de precipitacion medios mensuales
(en mm/mes) para Colombia durante el evento La Nifia de 1999
— 2000, los cuales fueron calculados por Hurtado (2009) a partir
de 2.270 estaciones pluviograficas y las bases de datos del NCEP,
GPCP, TRMM, GOES. La interpolacion usa una modificacion
del modelo PRISM (Daly, et al., 1994, 2008) descrita en Hurtado
(2009) y Hurtado & Mesa (2014).

Figura 2S. (arriba) Series de tiempo de valores de intensidad
media de precipitacién (en mm/hora) del afio 1999 para las
escalas de agregacion temporal T = 30 min, 3h y 6h medidos
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en la estacion pluviografica Bosa Barreno (Bogotd) y (abajo) la
relacion entre la intensidad méxima y la escala de agregacion para
las series de tiempo observadas en Bosa Barreno en el afio 1999
y las que resultan durante el proceso de agregacion temporal de
una realizacion con el modelo de pulsos rectangulares de Poisson
a la escala T = 30 min. Por la apariencia que describen las series
de tiempo de intensidad media de precipitacion (en el recuadro
superior), su comportamiento puede ser asociado a un proceso
aleatorio; razdn por la cual, muchos investigadores han empleado
los modelos estocasticos para la descripcion de la precipitacion
(e.g. Rodriguez-Ilturbe, (1986) y Rodriguez-Iturbe, et al. (1987,


http://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/downloadSuppFile/196/996
http://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/downloadSuppFile/196/997
http://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/downloadSuppFile/196/997
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1984)). No obstante, los modelos estocasticos no logran capturar
toda la estructura estadistica y geométrica de las observaciones,
como se describe en el recuadro inferior de la figura, donde las
intensidades méaximas de las series observadas despliegan un
decaimiento exponencial con la escala, mas rapido que el presente
en la simulacion estocastica.

Figura 3S. Serie de tiempo de valores totales de precipitacion (en
mm) del periodo comprendido por los afios 1995 a 1999 para la
escala de agregacion temporal T = 30 min, medidos en la estacion
pluviografica Bosa Barreno (Bogota). Esta serie de tiempo sera
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empleada en el articulo para la estimacion de los momentos
estadisticos y la funcién de estructura, los cuales se ilustran en
la Figura 6.

Figura 4S. La forma geométrica que adquiere la medida derivada
de la aproximacion FMF puede ser comprendida si se asume que
una medida multifractal, la cual es sostenida sobre las trayectorias
que definen una funcién de interpolacion fractal, es proyectada
como iluminaciones sobre un plano perpendicular al eje x e y, y
orientado desde cualquier angulo sobre el eje dx.
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Resumen

La identificacion simultanea y el estudio de las lineas prohibidas de alta ionizacion [Fe VII] 16087 y [Ne V] 43426 en cuésares es el
interés de este articulo. Para tal efecto, se estudié una muestra de 1423 espectros de cuésares en el rango Optico obtenidos del Sloan
Digital Sky Servey (SDSS) con un criterio de seleccion para el valor de corrimiento al rojo de 0.14 < z< 0.2. De estos objetos solo 18
presentaron las lineas de interés de forma simultanea. Con la razon del flujo de estas lineas y otras cercanas se realiz un diagrama de
diagndstico que permitio contrastar con modelos de fotoionizacion con el fin de determinar condiciones fisicas para la zona de emision
de las lineas coronales.

Palabras clave. Cudsar, linea coronal, c6digo de fotoionizacion

Abstract

The simultaneous identification of the high ionization forbidden lines [Fe VII] A6087 and [Ne V] 13426 in spectra of quasars is the
main interest of this paper. In order to obtain information of these lines we examined a sample of 1423 spectra of quasars obtained
from the Sloan Digital Sky Servey (SDSS) utilizing a selection criteria for the redshift (0.14 <z < 0.2). We only detect 18 objects
with the two lines of interest. With the fluxes of coronal lines and other forbidden lines we constructed a diagnostic diagram which
allowed us to superimpose photoionization models carried out in CLOUDY in order to determine suitable physical conditions of the
emission zone.

Key words. Quasar, coronal lines, photoionization code

Introduccion Seyfert hace mas de 60 afios y han sido detectadas
también en otros objetos astrofisicos de caracteristicas

energeéticas notables, como los remanentes de supernovas

Entre las lineas de emision identificadas en los espec-
tros de algunas galaxias activas estan las lineas coronales
(LCs). Se designan con este nombre a lineas de emisiones
que surgen de transiciones prohibidas provenientes de
especies quimicas altamente ionizadas. Ejemplo de ello
son [Fe VII] A5721 A y [Fe XIV] 15303 A. Las lineas
coronales han sido identificadas y estudiadas en galaxias

*Correspondencia: Giovanni Cardona, gicardona@hotmail.com
Recibido: 5 de mayo de 2015
Aceptado: 9 de julio de 2015

y nebulosas planetarias. El nombre “coronales” se debe a
que tales emisiones fueron descubiertas por primera vez
en la corona solar. Desde el punto de vista fisico las lineas
coronales son aquellas que se originan por transiciones
prohibidas de especies quimicas con potenciales de
ionizacion del orden o mayor a 100 eV (Oliva, 1997).
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A pesar de su relativamente poca intensidad, que en
muchos casos apenas se distinguen del nivel del ruido, las
lineas coronales se detectan en los espectros de algunos
cuasares (Appenzeller & Wagner, 1997). Estos son
objetos cuyo espectro se caracteriza por presentar un
gran corrimiento al rojo (2) con notables variabilidades
en varias zonas del espectro electromagnético. Se suelen
interpretar como ndcleos de galaxias activas ubicados
a enormes distancias. Autores como Veron-Cetty &
Veron (2006) los definen, para distinguirlos de las
galaxias Seyfert y los LINERs, como nucleos de galaxias
con magnitudes absolutas en el azul (Mg) mas brillantes
de —22.25.

En esta comunicacion nos hemos concentrado en las
lineas coronales que suelen aparecer con mas frecuencia
en un espectro 6ptico de un cuasar con moderado corrimi-
ento al rojo: [Fe VII] 16087 y [Ne V] 13426, las cuales,
presumiblemente, son generadas en la misma region, pues
sus densidades criticas son semejantes (1.6 x 107 cm~3
y 3.6 x 107 cm~3 respectivamente) y sus potenciales de
ionizacion son casi idénticos (97 y 99 eV, respectiva-
mente). Aqui se investiga la dependencia de la emision de
las lineas coronales con respecto a condiciones fisicas de
la zona de emision basados en modelos de fotoionizacion
los cuales permiten encontrar valores pertinentes para la
densidad, nivel de ionizacion y densidad columnal de la
zona emisora.

Muestra de cuasares

El Sloan Digital Sky Survey (SDSS) una prospeccion
del cielo fotométrica y espectroscopica que ha cubierto
mas de 1/3 parte del cielo, a través de observaciones
hechas con un telescopio de 2.5 m situado en el ob-
servatorio Punto Apache, Nuevo México (York et al.,
2000). Se estima que, en la actualidad, gracias a tal
prospeccion existen mas de 500 millones de objetos
con observaciones fotométricas y unos 3 millones de
objetos con sus espectros en el doptico, informacion esta
disponible para cualquiera que desee consultarla a través
de su pagina en internet!. El método 6ptimo para obtener
informacién de forma masiva del servidor del SDSS es
realizar una consulta SQL que es la sigla en inglés de
Lenguaje Estructurado de Peticiones. La consulta ingresa
al servidor de la base de datos del SDSS y genera la
muestra, la cual se puede modificar segin el interés de
cada usuario para ser aplicada en cantidades limitadas
de tiempo. Es importante sefialar que, al momento de la
realizacion de dicha blsqueda, el Data Release disponible
en ese entonces era el DR7 (Abazajian et al., 2009).

Lwww.sdss.org
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En lo que concierne al asunto que nos ocupa aqui,
la siguiente secuencia de comandos permiti6 realizar la
consulta de nuestro interés:

Select top 1600

Objid, ra, dec, z

from

SpecPhoto

where

(SpecClass=dbo.fSpecClass(’QS0’)

or SpecClass=dbo.fSpecClass(’HIZ_QS0’))
and z between 0.1450 and 0.2000

and z Conf > 0.90

Esta secuencia de comandos arroja un listado de obje-
tos de los 1600 cuasares solicitados con un intervalo es-
pecificado de z con cierto nivel de confianza. La consulta
arrojo 1423 objetos. Al concentrar nuestro interés en las
lineas [Fe VII] A6087 y [Ne V] 43426 a través de una
inspeccibn visual de cada espectro, solo 18 objetos (ver
Tabla 1) presentaron estas lineas coronales de forma si-
multanea. Para la confirmacion de la existencia de la linea
de emision se utilizo el criterio de que el flujo debe ser
mayor o igual a tres veces la desviacion estandar del con-
tinuo circundante. Es importante resaltar que en todos los
1405 cuésares restantes se identificé [Ne V] 13426 para
estos valores de z con diferentes intensidades dependi-
endo de cada objeto.

Objeto SDSS J z

014238.47+000514.7 || 0.1459
074227.08+465643.0 || 0.1678
080549.74+295441.9 || 0.1612
083045.40+450235.8 || 0.1823
084635.22+465039.1 || 0.1473
090022.27+503138.0 || 0.1476
094111.13+492419.5 || 0.1647
095246.50+095617.0 || 0.1628
100121.05+061558.9 || 0.1621
103059.09+310256.0 || 0.1781
112728.78+634319.7 || 0.1643
122450.55+100545.4 || 0.1679
123022.17+662154.6 || 0.1840
133141.02-015212.4 || 0.1454
150719.93+002905.0 || 0.1822
152633.81+465712.4 || 0.1696
204717.66-054553.4 || 0.1433
230216.84+135723.5 || 0.1654

Tabla 1: Muestra de cuésares con su valor de corrimiento al rojo.

Los 18 espectros obtenidos fueron corregidos y
sometidos a varios procesos utilizando tareas estandar
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de IRAF? tales como correcciéon de la escala de flujo,
correccion por corrimiento cosmologico, correccion por
extincion galactica y cambio de formato de fits a texto.
Sin embargo, los espectros no fueron corregidos por
enrrojecimiento intrinseco. Un ejemplo de los mismos
puede observarse en la Figura 1, donde se indican varias
lineas de emision y las dos lineas coronales de interés.

Aquellos 18 espectros seleccionados muestran, en
general, una contribuciobn dominante por parte de la
region de lineas anchas (BLR por sus siglas en inglés)
y las lineas coronales se identifican como caracteristicas
débiles y poco conspicuas. Otras lineas coronales que
en ocasiones son observadas en nlcleos activos mas
cercanos tales como [Fe X] 16374 y [Fe XI] A7892 no
lo fueron aqui, en razén a la tendencia de la primera en
mezclarse con [O I] 16364 y estar fuertemente atenuada
por el ala ancha de Ho: y, en lo que respecta a la segunda,
a su no aparicion por estar fuera del rango espectral.
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Figura 1: Espectro de emision en el oOptico del cuasar SDSS
J103059.09+310256.0.

Se procedio luego a medir el flujo de las lineas de
interés pues de estas se puede inferir informacion sobre
las condiciones fisicas del gas tales como la densidad y la
temperatura electronica del gas asi como también indicios
del mecanismo de ionizacion y excitacion (Osterbrock
& Ferland, 2006). De igual forma, del valor del ancho de
las lineas a la mitad del valor maximo de flujo, se puede

Lineas prohibidas de alta ionizacion en una muestra de cuésares

extraer informacion cinematica del gas. Se asumid que
los perfiles de linea pueden ser representados por una o
varias gausianas y el continuo debajo de cada linea fue
ajustado a un polinomio de orden menor, para lo cual
se empled el programa LINER (Pogge & Owen, 1993).
Se concentraron las observaciones principalmente en
las lineas espectrales [Fe VII] A6087 y [Ne V] 13426
y lineas cercanas tales como [Ne III] A3869 y [OIII]
A5007 de las cuales se obtuvieron sus respectivos flujos y
razones (ver tabla 2).

Objeto SDSS J || log([Ne VI/[Ne I11]) | log([Fe VII)/[O INI]) |

014238.47+000514.7 0.520 + 0.046 -0.802 +0.124
074227.08+465643.0 0.144 £ 0.004 -1.002 £ 0.088
080549.74+295441.9 0.119 £+ 0.012 -1.403 + 0.112
083045.40+450235.8 -0.021 £ 0.003 -1.263 £ 0.063
084635.22+465039.1 0.288 + 0.039 -1.096 + 0.142
090022.27+503138.0 0.141 £ 0.008 -1.064 £ 0.092
094111.13+492419.5 -0.022 4+ 0.046 -1.200 +0.118
095246.50+095617.0 -0.089 4+ 0.053 -1.474 4+ 0.152
100121.05+061558.9 0.098 £ 0.026 -1.208 £ 0.126
103059.09+310256.0 -0.189 + 0.008 -1.824 +0.127
112728.78+634319.7 0.118 £ 0.042 -0.972 £+ 0.040
122450.55+100545.4 0.647 £+ 0.072 -0.803 + 0.147
123022.17+662154.6 0.082 £ 0.004 -1.395 £+ 0.100
133141.02-015212.4 0.406 + 0.060 -1.067 4+ 0.120
150719.93+002905.0 -0.228 £+ 0.008 -1.909 £+ 0.115
152633.81+465712.4 0.000 £ 0.019 -1.315 £ 0.122
204717.66-054553.4 0.082 £+ 0.011 -1.421 4+ 0.023
230216.84+135723.5 0.133 £ 0.009 -1.086 + 0.105

Tabla 2: Razones de flujo para las lineas de interés.

Estas medidas permitieron realizar un diagrama donde
se contrastd la razon [NeV]/[Ne III] en funciéon de la
razon [FeVII]/[OII], ver Figura 2. En la literatura no se
han reportado diagramas con estas lineas para cuasares.
Los datos observacionales contenidos en este diagrama
pueden compararse con resultados de modelos de fotoion-
izacién con el fin de determinar las condiciones fisicas
reinantes en la zona de emision coronal.

Modelo de fotoionizacion

Se ha sugerido que el intenso continuo y las notorias
lineas de emision observadas en los espectros de los
nucleos de las galaxias Seyfert y cudsares son, en ultimas,
debidas a la fotoionizacion de regiones gaseosas que
es originada por una fuente central que emite enormes
cantidades de radiacion electromagnética (rayos X y UV
principalmente). Sin embargo, no es el Gnico: bien puede
existir otro mecanismo fisico alternativo responsable de
la ionizacion tal como el originado por choques entre
nubes que se desplazan a gran velocidad. La principal
evidencia para tomar la fotoionizacién como mecanismo
fundamental de generacioén de las lineas de emision es

2|RAF es distribuido por el Observatorio Nacional de Astronomia Optica que es operado por la Asociacion de Universidades para la Investigacion
en Astronomia (AURA) bajo un acuerdo de cooperacion con la Fundacion Nacional de Ciencia.
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que algunas de estas cambian en respuesta a los cambios
en el continuo. La caracteristica fundamental en este caso
es que el gas ionizado se encuentra lejos del equilibrio
térmico local. El nivel de ionizacién y de poblacién no
estan dados por la ecuacion de Saha y de Boltzmann,
respectivamente, sino por el equilibrio entre los procesos
de ionizacion y recombinacion y, en general, de un
equilibrio estadistico de todas las poblaciones existentes
en el gas (Emerson, 1996; Bowers & Deeming, 1984).
La enorme dificultad en resolver estas ecuaciones se su-
pera con la utilizacion de poderosos codigos numéricos.
Algunos de ellos son de libre acceso y disponibilidad,
taless como CLOUDY?® (Ferland, 1996) o Mappings
(Binette, Dopita & Tuohy, 1985).
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Figura 2. Superposicion de los puntos observacionales (puntos ne-
gros) con los resultados del modelo de fotoionizacion con U = 1071 va-
riando la densidad entre 103 y 1085 cm~2 y la densidad columnal entre
102 y 1024 ¢m~2,

Con el fin de investigar la region de emision coronal
de la muestra de cuasares desde el marco de la fotoioni-
zacion se corrieron diferentes modelos usando la version
mas reciente de CLOUDY (version 13.03 (Ferland et al.,
2013)). Este codigo de fotoionizacion calcula el continuo
y los flujos relativos de las lineas de emision de un gas
que es calentado y ionizado por una fuente de radiacion
central, resolviendo simultaneamente las ecuaciones de
equilibrio estadistico y térmico partiendo de un modelo
que concibe una nube de geometria esférica fotoionizada

3www.nublado.org
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por una fuente central y especificando parametros de
entrada tales como la forma e intensidad del continuo
ionizante, la densidad del gas, la densidad columnal y
la composicién quimica. Del continuo que ioniza a las
nubes debe especificarse tanto su forma como intensidad
en un intervalo de energia que estd comprendido entre
108 Ryd (1 Ryd = 13.6 eV) a 7.354 x 10° Ryd. A pesar
de que se desconoce como es la forma funcional del
continuo ionizante de un ndcleo activo, varias propuestas
se han estudiado de dicho perfil para dar cuenta de los es-
pectros estudiados. Usualmente la forma de esos perfiles
van desde un cuerpo negro con temperaturas efectivas
del orden de 10° — 108 K pasando por combinaciones de
leyes de potencia del tipo f o< v* (siendo f el flujo, v
la frecuencia y o un nimero positivo 0 negativo) hasta
cualesquier composicion de estos dos.

Una forma conveniente de escribir la cantidad de en-
ergia ionizante generada por la fuente es a través del con-
cepto del parametro de ionizacion U:

S

" Amr?nyc’

M

donde Qu es el numero total de fotones con energia
mayor que 1 Ryd emitida por la fuente ionizante por
unidad de tiempo, r es la distancia de la fuente a la
nube a ser fotoionizada, ny es la densidad de atomos de
hidrogeno contenidos en la nube por unidad de volumen
y ces la velocidad de la luz.

Para el caso que nos ocupa se asumi6 densidad uni-
forme de las nubes de gas, con una geometria plano par-
alela y se ejecutaron modelos variando la densidad, el
parametro de ionizacion U y la densidad columnal Ny
asumiendo la composicion quimica solar y el continuo
ionizante como combinacién de varias leyes de potencia.

Rango de parametros y modelos de fotoionizacion

Se asumid el continuo ionizante propuesto por Nagao
et al. (2003) en la forma f o< v* con o« =2.5paraA > 10
um, oc=—15entre 10 umy 50 keVy ox =—2 parahv >
50 keV, el cual es uno de los méas comunes para modelar
nucleos activos de galaxias. Se consider6 que las lineas
coronales bien podrian generarse en nubes con densidad
semejante a la existente en una tipica region H II pero no
tan alta como para alcanzar densidad critica (~ 107 cm~3),
por lo que se utilizaron valores comprendidos entre 10%°
cm—2 < ny < 108°cm—3,

Se corrieron diversos modelos con las siguientes
caracteristicas: el parametro de ionizacion U se vario
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entre 1072 a 10 y densidades columnales comprendidas
(para la gran mayoria de los casos, salvo en aquellos en
donde se diga explicitamente) entre 1020 y 10234 cm—2.
Con estas variaciones se realizaron varios scripts de
entrada como el siguiente:

Interpolate (0.0 -3.388)

(0.0091 4.0115)(3676 -4.398)(10000000 -11.268)
hden 4.5

ionization parameter -1.5

punch continuum “cont.out”

stop effective column density 21.6

print line faint -5

print last

iterate

Las unidades que se utilizan en CLOUDY estan en
CGS y se pueden introducir de forma logaritmica. Con los
resultados de estos modelos se calculd la relacion de los
flujos de las lineas emergentes de interés [Fe VII] 16087,
[Ne V] 13426, [Ne 111] 13869 y [OIII] A5007, los cuales
generaron una serie de puntos (representados por cruces)
para ser contrastados con el diagrama de diagndstico que
contiene los puntos observacionales.
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Figura 3. Superposicion de los puntos observacionales (puntos ne-
gros) con los resultados del modelo de fotoionizacién con U = 1072
variando la densidad entre 103 y 1085 cm=23 y la densidad columnal
entre 1098 y 10206 cm—2,

Las Figuras 2 y 3 presentan el contraste entre los
datos obsevacionales (puntos negros) con los resultados
del modelo de fotoionizacion (U = 1071 yU = 1072,
respectivamente). Se encontr6, para estos dos casos,
que la grilla conformada por los puntos del modelo de
fotoionizacion estan distribuidas de modo tal que cubren

Lineas prohibidas de alta ionizacion en una muestra de cuésares

la mayor parte del sector de los puntos observacionales,
notandose una mejor sobreposicion con U = 102 con
rangos de densidad que va de 10*® a 108> cm~3. Este
comportamiento es coherente con lo reportado por
Rodriguez-Ardila et al. (2012), en donde se evidencio,
con base en la observacion de lineas del Fe®*, que las
densidades electronicas de la zona de emision coronal
tienden a presentarse con mayor frecuencia en el rango
de 10% a 10" cm~3; adicionalmente, de nuevo para
el caso de U = 1072, la gran mayoria de los puntos
observacionales caen en un rango de densidad columnal
entre 10209 y 10204 cm—2. Al examinar distintos valores
del parametro de ionizacién superior a 10~2 es posible
encontrar valores de la densidad columnal para los
cuales se logra cubrir los puntos observacionales. Sin
embargo, en tales casos, el codigo de fotoionizacion
tiende a cubrir los puntos observacionales con valores de
densidad, usualmente comprendidos entre 1035 y 10*°
cm~3 y con valores ligeramente crecientes de la densidad
columnal aunque en rangos cada vez mas estrechos,
lo cual no parece ser demasiado plausible. Es el caso
presentado en la Figura 4, en el cual se muestran los resul-
tados con un valor del parametro de ionizacion de U = 10.

Por el contrario, al examinar el caso con valores del
parametro de ionizacion mas bajos que 10~2 se observa
que el resultado del codigo de fotoionizacion se concentra
en zonas bastante alejadas de los puntos observacionales.
Como un ejemplo, se muestra en la Figura 5 lo que ocurre

cuando se utiliza un parametro de fotoionizacién igual a
1072.5_
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Figura 4: Superposicion de los puntos observacionales (puntos ne-
gros) con los resultados del modelo de fotoionizacion con U = 10 va-
riando la densidad entre 1035 y 1085 cm—2 y la densidad columnal entre
1023.4 y 1023.8 cm—2.
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Figura 5: Superposicion de los puntos observacionales (puntos ne-
gros) con los resultados del modelo de fotoionizacion con U = 1025
variando la densidad entre 103% y 1085 cm=23 y la densidad columnal
entre 1018 y 1032 cm~2.

En tal caso solo, el cddigo de fotoionizacion arroja re-
sultados comprendidos entre valores de densidad colum-
nal anormalmente bajos (Ny = 10'® cm~=2) y valores de
densidad columnal de 1032 cm~2 que es el valor maximo
que el codigo tiene en cuenta. Dichas zonas estan bastante
alejadas de la zona que corresponde a los puntos observa-
cionales.

Conclusiones

Contando con el gran nimero de espectros del SDSS
hemos logrado obtener resultados con relacion a la
emision coronal existente en objetos clasificados como
cuasares.

La linea de [Ne V] 43426 fue detectada casi en todos
los cudsares examinados en tanto que la linea de [Fe VII]
216087 aparecid (con la primera) contundéntemente s6lo
en 18 objetos. Dos lineas casi con idéntico potencial de
ionizacion y con semejantes densidades criticas deberian
aparecer de forma simultanea con mas frecuencia en
este tipo de espectros. Es posible que esto se deba a
un efecto de abundancia quimica, pues el nedn es, al
menos para la composicion quimica solar, 10 veces
mas abundante que el hierro. La deficiencia en la
presencia de lineas de hierro también podria indicar el
hecho de que este elemento esté atrapado molecularmente
conformando de granos que constituyen el polvo presente.
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Con esos 18 objetos se construyé un diagrama de
diagnostico lo que permiti6, con un modelo en particular
usando el coédigo de fotoinizacion Cloudy, estimar las
condiciones fisicas de la zona emisora. Se encontrd que
con un perfil ionizante con un indice o igual a —1.5en la
zona entre el IR y la mayor parte de los rayos X, se genera
un rango de valores para una familia de parametros
fisicos coherentes que pueden reproducir los valores
observados. Estos se reproducen mas adecuadamente
para valores del parametro de ionizacion entre 1072 y
1015, con densidades electronicas comprendidas entre
10*° y 1085 cm~3. Es importante anotar que esto se
logrd sin necesidad de recurrir a composiciones quimicas
anormales. El intervalo de valores de las densidades
columnales varia dependiendo de U: a mayores valores
de éste, se requieren mayores valores de intervalo de
densidad columnal para los cuales se logran reproducir los
datos observacionales. Valores superiores del parametro
de ionizacion arrojan valores de densidad electronica
que ya son relativamente bajos para la zona de emision
coronal; valores méas bajos de U que 10~2 no se acercan a
la zona de los puntos observacionales con independencia
del valor de la densidad columnal.

El hecho de haber obtenenido un ajuste relativamente
exitoso en la explicacion de los puntos observacionales
utilizando un modelo de fotoinozacién como el CLOUDY,
con ciertos rangos especificos de valores, permite dar
apoyo a la propuesta de que el mecanismo principal de
ionizacion de las especies quimicas involucradas sea el
fujo intenso de radiacion electromagnética (Nussbaumer
& Osterbrock, 1970), con un continuo ionizante que per-
manece por especificar en su formay en el que las LCs se
producen en zonas con densidades electronica dos o tres
ordenes de magnitud superiores a los de una tipica region
H Il
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Resumen

En este trabajo se describe la preparacion y caracterizacion de los compuestos de inclusion entre el ligante
2-acetilpiridina tiosemicarbazona (HAPTSC) y los complejos cloruro de bis(2-acetilpiridina tiosemicarbazona)
rodio(l11), [Rh(HAPTSC),ICL,, y cloruro de bis(2-acetilpiridina tiosemicarbazona)niquel(ll), [Ni(HAPTSC),]
Cl,, con B-ciclodextrina (BCD) como estrategia para mejorar la solubilidad y la actividad antimicrobiana de
estos compuestos. Estos compuestos fueron preparados en razén molar 1:1 entre el respectivo compuesto y
la BCD. Fueron caracterizados por espectroscopia de resonancia magnética nuclear protdnica y carbono-13
(RMN 1H, *¥C), espectroscopia de absorcion en la region de infrarrojo (IR), analisis térmico (DTA/DSC) y
difraccion de rayos X en polvo (DRX). Los resultados obtenidos a través de estas técnicas indican la formacion
de los compuestos de asociacion y/o inclusion parcial entre el ligante y los complejos metélicos de Rh(lIl) y
Ni(II) con BCD. Se realizaron ensayos antimicrobianos de los complejos metalicos incluidos, como también
de los compuestos libres frente a bacterias Gram-negativas (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa) y
Gram-positivas (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis) y dos levaduras (Candida albicans y Saccharomyces
cerevisiae). La comparacion de la actividad antimicrobiana de los complejos incluidos en BCD con la actividad
de los compuestos libres mostré que para el ligante incluido la actividad aumento contra S. aureus, mientras que
para el compuesto de inclusion de Rh(I1l) aument6 contra P. aeruginosa.

Palabras Clave: complejos de Rh(lIl), Complejos de Ni(ll), Ciclodextrinas, 2-acetilpiridina tiosemicarbazona,
Actividad antimicrobiana.

Preparation and characterization of inclusion compounds between rh(iii), ni(ii), 2-acetyl pyridine
thiosemicarbazones and B-cyclodextrin

Abstract

In this paper the preparation and characterization of inclusion compounds between 2-acetylpyridine
thiosemicarbazone ligand (HAPTSC) and the complexes bis(2-acetylpyridine thiosemicarbazone)rhodium(lIl)
chloride, [Rh(HAPTSC),]CI,, and bis (2-acetylpyridine thiosemicarbazone)nickel(Il) chloride, [Ni(HAPTSC),]
Cl,, with B-cyclodextrin (BCD) as a strategy to improve the solubility and antimicrobial activity of these
compounds. These compounds were prepared in a molar ratio 1:1 between the respective compound and
BCD, and characterized by protonic nuclear magnetic resonance and carbon-13 (NMR !H, *C) spectroscopy,
absorption in the infrared (IR) region spectroscopy, thermal analysis (DTA/DSC) and X-ray diffraction in
powder (XRD). The results obtained through these techniques indicate the formation of association compounds
and/or partial inclusion between the ligant and the Rh(III) and Ni(II) metal complexes with CD. Antimicrobial
assays were carried out with the enclosed metal complexes and the free compounds against Gram-negative
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa) and Gram-positive (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis)
bacteria and two yeast (Candida albicans and Saccharomyces cerevisiae). The comparison of the antimicrobial
activity of the fCD enclosed complex with the activity of the free compounds showed that the enclosed ligant
increased its activity against S. aureus, whereas the enclosed Rh(l11) compound increased its activity against
P. aeruginosa.

Key words: Complexes of Rh(Ill), Complexes of Ni(ll), Cyclodextrins, 2-acetylpyridine thiosemicarbazone,
Biological activity.

328



Rev. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat. 39(152):328-338, julio-septiembre de 2015

Introduccién

Las tiosemicarbazonas y sus complejos con metales de
transicién son consideradas de gran interés quimico y
bioldgico, porque presentan diversas propiedades farmacol6-
gicas, que incluyen antineoplasica, antibacteriana, antiflingica,
antiviral, antimalarica (Beraldo & Gambino, 2004; Tendrio
et al., 2005; Beraldo, 2004; Gupta, 1994; Reis et al., 2010).
Asimismo, muchos complejos de Rh(I11) y Ni(Il) con ligantes
que presentan en su estructura a&tomos de N y S donores como
en el caso de las tiosemicarbazonas, presentan actividad
bioldgica antitumoral, antibacteriana, antifingica, antiviral y
antimalarica (Kasuga et al., 2001; Beraldo & Gambino, 2004;
Beraldo, 2004; Tendrio et al., 2005; Krishnan et al., 2008;
Lobana, Sharma, Bawa y Khanna, 2009; Tamayo, Burgos
y Branddo, 2014), lo que ha impulsado notablemente el
estudio de este tipo de compuestos.

Las ciclodextrinas (CDs) son oligosacéaridos ciclicos cons-
tituidos por unidades de glucopiranosa, unidas a través de
enlaces a(1-4). Las ciclodextrinas mas importantes son la
aCD, BCDy yCD, formadas por 6, 7 y 8 unidades de glucosa,
respectivamente. Las CDs presentan una estructura en forma
de cono truncado (hueco). Este tipo de estructura presenta
una cavidad de carécter hidrofobico y apolar, que permite
incluir una gran variedad de moléculas en solucién acuosa
como en fase sélida (Szejtli, 1998; Del Valle, 2004; Kayaci,
Ertas y Uyar, 2013a Kettel, Schaefer, Groll y Moeller, 2014;).
Cuando se forman estos compuestos de inclusion, se pueden
modificar las propiedades fisico-quimicas y bioldgicas de las
moléculas huéspedes (Burgos, Belchior y Sinisterra, 2002;
Burgos, Okio y Sinisterra, 2012; Kayaci, Umu, Tekinay y
Uyar, 2013b), como en el caso de los compuestos de Rh(lll),
Ni(ll), con el ligante 2-acetilpiridina tiosemicarbazona.

Este trabajo describe la preparacién y caracterizacion de
los compuestos de inclusion parcial y/o asociacion entre la
BCD y los complejos de coordinacion [Rh(HAPTSC),]CI,
y [Ni(HAPTSC),]CI, como del ligante HAPTSC, los cuales
fueron usados como moléculas huésped. Ademas, se estudi6
la actividad antimicrobiana de los compuestos de inclusién
y se comparé con la de los compuestos libres. La actividad
antimicrobiana de los compuestos sintetizados fue evaluada
frente a bacterias Gram-positivas y Gram-negativas y dos
cepas de levaduras.

Materiales y métodos

Sintesis del ligante 2-acetilpiridina tiosemicarbazona
(HAPTSC)

El compuesto 2-acetilpiridina se sintetiz6 siguiendo los
protocolos indicados en la literatura por Anderson, Duca y
Scudi (1952) y por Klayman et al. (1979). Se disolvieron en
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Ana Esperanza Burgos, aeburgosc@unal.edu.co
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etanol cantidades estequiométricas en proporcion molar 1:1
de 2-acetilipiridina y tiosemicarbazida, se adicionaron cuatro
gotas de acido acético glacial y se dejo bajo reflujo durante
4 h. Se obtuvo una solucidn de color amarillo brillante, fue
enfriada en bafio de hielo, se formé un precipitado de color
blanco, se filtrd y se lavo con agua caliente para retirar los
precursores que no habian reaccionado. EI compuesto fue
secado en un desecador al vacio durante 12 h. El ligante
2-acetilpiridina tiosemicarbazona presentd un rendimiento
de reaccion del 60%, con un punto de fusion entre 159°C
y 160°C. El compuesto obtenido presenta caracteristicas
similares a las reportadas en la literatura (Anderson, et al.,
1952; Klayman et al., 1979).

El ligante 2-acetilpiridina tiosemicarbazona en la region
ultravioleta-visible presenta tres bandas caracteristicas
entre 200 y 320 nm, con coeficientes de extinciéon molar
mayores a 1000 M-*cm™, para las transiciones tipo n—m*
del anillo piridinico de la tiosemicarbazona. Otras posibles
transiciones en la molécula son las n—n* debido a la
presencia de atomos con pares de electrones libres, sus
coeficientes de extincion molar se encuentran entre 10 y 100
M-tcm, no se observan debido a que estas absorciones son
de baja intensidad comparadas con las =—n* (Skoog, Holler
y Nieman, 2001). Al comparar los valores experimentales
con los que se encuentran reportados en la literatura (Kovala-
Demertzi et al., 2001), se observa que las bandas aparecen a
longitudes de onda similares y los coeficientes de extincion
molar (¢) se encuentran en el intervalo de valores esperados,
indicando la obtencion del ligante.

Sintesis del complejo de coordinacion [Rh(HAPTSC),]CI,

El compuesto de coordinacion de rodio(lll) fue sintetizado
por métodos modificados relatados en la literatura por
Offiong y Martelli (Offiong & Martelli, 1997). Se disolvieron
cantidades estequiométricas en proporcion molar 1:2 de
cloruro de rodio(lll) y 2-acetilpiridina tiosemicarbazona
en etanol absoluto. La solucidon fue dejada bajo reflujo y
agitacion constante durante 24 h. Se obtuvo un precipitado
de color naranja oscuro, fue filtrado, lavado con éter etilico
y secado en un desecador al vacio durante 12 h.

El cloruro de bis(2-acetilpiridina tiosemicarbazona)rodio(l11)
en la regidn ultravioleta-visible, presenta una banda carac-
teristica a 318 nm, con coeficiente de extincion molar de
44976 M*cm, caracteristica de transiciones electronicas
del metal del HOMO (orbital molecular ocupado de mas alta
energia, Highest Occupied Molecular Orbital) al LUMO
(orbital molecular no ocupado de mas baja energia, Lowest
Unoccupied Molecular Orbital) por influencia del ligante
en la estructura, correspondiente a transferencia de carga
entre el ligante 2-acetilpiridina tiosemicarbazona y el metal
central. Estos resultados obtenidos fueron muy similares en
magnitud a los que se encuentran reportados en la literatura
(Offiong & Martelli, 1997; Kovala-Demertzi et al., 2001;
Skoog et al., 2001).
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El momento magnético efectivo (ueff) para el cloruro de
bis(2-acetilpiridina tiosemicarbazona)rodio(l11) fue obtenido
por triplicado y su valor promedio fue 0,75 MB a 19°C.
Cuando se compara con el valor esperado para un compuesto
de una configuracion electronica d° (S=0) se obtiene un peff
de 0 MB, al aplicar la ecuacion u.= V(n(n+2). Si presentara
un electron desapareado, aplicando la misma ecuacion, se
obtiene un peff de 1,72 MB, lo cual estd muy lejos del valor
obtenido experimentalmente, indicando que la especie es
diamagnética. Este resultado indica que el Rh(lll) en el
complejo sintetizado tiene una configuracion de spin bajo
(campo alto en teoria de campo cristalino).

Sintesis del complejo de coordinacion [Ni(HAPTSC),]CI,

El compuesto de coordinacion de niquel(ll) fue sintetizado
por el método relatado en la literatura por Kasuga et al. (2001)
para ser usado como molécula huésped en la preparacién de
compuestos de inclusion y/o asociacion. Se disolvieron en
etanol cantidades estequiométricas en proporcion molar 1:2
de cloruro de niquel(lIl) y 2-acetilpiridina tiosemicarbazona,
la solucién fue dejada bajo reflujo con agitacion constante
durante 3 h. Se obtuvo un precipitado café naranja. Se filtro
y lavé con éter etilico, hasta obtener un filtrado incoloro, el
compuesto se sec6 en un desecador al vacio durante 12 h.

El cloruro de bis(2-acetilpiridina tiosemicarbazona)niquel(ll)
presenta dos bandas caracteristicas en la region ultravioleta
visible. Una banda fue observada a 372 nm asignada a la
transicion de los electrones del metal del HOMO al LUMO
por influencia del ligante en la estructura. La otra banda
en 292 nm asignada a la transicion de los electrones © del
anillo piridinico de la estructura de la tiosemicarbazona tipo
n—m*. Las bandas de absorcion en el ultravioleta-visible
obtenidas para este complejo son similares a las reportadas
en la literatura Kasuga et al. (2001).

El momento magnético efectivo (ueff) para el cloruro de
bis(2-acetilpiridina tiosemicarbazona)niquel(ll) fue deter-
minado por triplicado y el valor promedio fue de 3,20 MB
a 19 °C. Cuando se compara con el valor reportado en la
literatura (2,88 MB a 25 °C; Kasuga et al., 2001), este valor
corresponde con el valor tedrico esperado para un compuesto
que tenga una configuracion electrénica d8, S=1 (S momento
magnético de spin).

Preparacion de los compuestos de inclusion con
p-ciclodextrina

Los compuestos de inclusion parcial y/o asociacion fueron
preparados por métodos modificados descritos en la literatura
(Sinisterra, Shastri, Najjar y Langer, 1999; Burgos et al.,
2002; Da Silva, Empis y Teixeira-Dias, 2002; Calderini &
Pessine, 2008; Burgos & Sinisterra, 2010; Burgos et al.,
2012). Se disolvieron cantidades estequiométricas 1:1 del
complejo metélico de Rh(lI1), con BCD, en 20 mL de agua
deionizada. La mezcla fue dejada bajo agitacion constante
por 24 h, a temperatura ambiente. La solucién fue congelada
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en nitrogeno liquido y liofilizada durante 48 h, hasta obtener
el sélido correspondiente. El mismo procedimiento de prepa-
racion anterior fue usado para el complejo de Ni(ll) y el ligante
2-acetilpiridina tiosemicarbazona (HAPTSC) con BCD.

Para efectos de comparacion, se preparé una mezcla fisica
en relacion molar 1:1 entre el complejo de Rh(III) y 1a BCD.
Los solidos fueron triturados separadamente en un mortero
de 4gata y luego mezclados hasta obtener una disolucion
s6lida homogénea. También fue preparada de la misma
manera descrita anteriormente la mezcla fisica para el
complejo de Ni(IT) con la BCD ([Ni(HAPTSC),]CL,/BCD) y
para el ligante 2-acetilpiridina tiosemicarbazona con fCD.

Caracterizacion de los compuestos

La caracterizacion de los compuestos obtenidos en este
trabajo se realiz6 por diferentes técnicas espectroscopicas
y propiedades fisico-quimicas. Los puntos de fusion de
las muestras fueron obtenidos en un equipo Mel-Temp 11
(Laboratoy Devices Inc.). Los espectros ultravioleta-visible
(UV-visible) fueron obtenidos en un equipo Nanodrop
2000c Spectrophotometer (Thermo Scientific) en cubeta
de cuarzo de 1 cm de paso Optico. Los espectros de
absorcién en la region de infrarrojo (IR) fueron obtenidos
en un equipo Nicolet iS10 Spectrometer (Thermo Fisher
Scientific) en pastillas de KBr y en el rango de 4000 a 400
cm, Los espectros *H-RMN y BC-RMN vy el experimento
de *C DEPT-135 fueron obtenidos en un espectrofotometro
Bruker Avance 400 (400 MHz), empleando como solvente
DMSO-d, y TMS como patron interno. La susceptibilidad
magnética de los compuestos de coordinacion fue obtenida
en un equipo Magnetic Susceptibility Balance (Alfa Aesar).
Los analisis de las muestra por TGA/DSC se realizaron en un
equipo Rheometrics STA 500 (Rheometrics Scientific Inc.),
en atmosfera de argdn y a una rampa de calentamiento de
10 °C/min. La cantidad de muestra utilizada para las curvas
TGA y DSC fue de 2.5 mg. Los analisis de las muestras
por medio de difraccién de rayos X en polvo (DRX) fueron
obtenidos en un difractometro de rayos X Panalytical X’pert
Pro MPD (Pananalytical B.V.) con una radiacion CuKa de
1,5405 A, en angulo 20 variando de 4 a 60 grados.

Ensayos de actividad antimicrobiana de los compuestos

Los ensayos de actividad antimicrobiana fueron evaluados
por MIC (concentracion minima inhibitoria), segiin Kasuga
et al. (2001). Se usaron como microorganismos de prueba
cuatro bacterias, dos de tipo Gram-negativa (Escherichia
coli ATCC 25922 y Pseudomonas aeruginosa sp) y dos de
tipo Gram-positiva (Bacillus subtilis sp. y Staphylococcus
aureus ATCC 29213), asi como dos levaduras (Candida
albicans ATCC 10231 y Saccharomyces cerevisiae NRRL-Y
12843). El método utilizado fue la difusion radial en cajas
de Petri con medio de cultivo respectivo para cada tipo de
microorganismo: para bacterias se utiliz6 agar de soya triptica
(Tryptic Soy Agar-TSA, Scharlau) y para levaduras se uso6
agar papa dextrosa (Potato Dextrose Agar-PDA, Merck).
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Se tomaron 100 pl de suspension de microorganismo en
solucion salina 0,9% p/v con una densidad optica (660 nm)
entre 0,1 y 0,2 (que corresponde a una concentracion de
células en la escala de McFarland de 0,5) y con un rastrillo
de vidrio se esparcid por toda la superficie de la caja con
el medio de cultivo respectivo para el microorganismo
estudiado, dejandose secar. Luego se abrieron siete pozos en
el agar con un sacabocados estéril de 3 mm de diametro (uno
en el centro y los otros seis concéntricos a este, cercanos a
la pared de la caja de Petri) para sembrar las muestras de los
compuestos a probar, disueltas en una solucion que contiene
30% de etanol, 3% de DMSO y 5% de etilenglicol para los
compuestos de Ni(ll) libre e incluido, Rh(Il) incluido y el
ligante incluido en la BCD y en DMSO para el compuesto de
Rh(111) libre parcialmente soluble y el ligante 2-acetilpiridina
tiosemicarbazona insolubles en agua. En cada pozo exterior
se sembraron 100 pL de solucion patroén de cada compuesto
en el rango de concentraciones entre 1000 y 100 ppm (las
concentraciones trabajadas fueron 1000, 750, 500, 250,
125 y 100 ppm respectivamente) y en el pozo central se
sembr6 50 pL de un antibidtico como control positivo (para
las bacterias E. coli, B. subtilis y S. aureus se utilizé6 como
control cefalotina 40 mg/mL; para P. aeruginosa se utiliz6
como control ciprofloxacina 0,3%; para las levaduras se
utiliz6 como control el clotrimazol 1%). Se dejaron las cajas
de Petri en incubadora durante el tiempo necesario para el
crecimiento del microorganismo respectivo (24 h para las
bacterias a 35-37 °C y 48 h para las levaduras a 20 °C) y
se midieron los halos de inhibicién formados en cada pozo.
La minima concentracion inhibitoria (MIC) fue determinada
por la menor concentracion en la cual se presentd inhibicion
en el crecimiento del microorganismo estudiado.

Resultados y discusién

El espectro de IR del compuesto de inclusién parcial
y/o asociacion, entre el [Rh(HAPTSC),]CI, y BCD
([Rh(HAPTSC),]CL/BCD) (Figura 18, http://www.raccefyn.
co/index.php/raccefyn/article/downloadSuppFile/204/1004),
mostré un afinamiento de las bandas en 3400 a 3100 cm™
y 1150 a 1000 cm™ atribuidas a los estiramientos v(-O-H) y
v(-C-O-C), respectivamente cuando fue comparado con el
espectro de la mezcla fisica y la BCD. Ademas, las bandas
de la BCD en torno de 1630 y 1300-1400 cm™ asignadas a
la deformacion de 3(OH) y 8(C-H) no fueron observadas.
También, la disminucién en la intensidad de las bandas
del compuesto de coordinacion de Rh(II) en 1600 cm™
correspondiente a los estiramientos v(-C=N) y en 900 a 700
cm-1 correspondientes a la tension v(-C=S). Estos resultados
sugieren la formacion de compuestos de inclusion parcial
ylo asociacion, mediante interacciones intermoleculares
y la formacion de puentes de hidrégeno entre el bis(2-
acetilpiridina tiosemicarbazona)rodio(lll) con la BCD de
tipo hospedero-huésped (host-guess). El afinamiento de
estas bandas ocurre tanto en los compuestos de asociacion
como en la mezcla fisica, sugiriendo que estos compuestos
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presentan, también en estado sélido, asociaciones de tipo
hospedero-huésped por la parte externa de la BCD a través
de interacciones débiles de tipo van der Waals, dipolo-dipolo
y enlaces de hidrogeno (Sinisterra, Shastri, Najjar y Langer,
1999; Burgos et al., 2002; De Sousa et al., 2008; Burgos &
Sinisterra, 2010; Burgos et al., 2012).

Los espectros de infrarrojo de la BCD, del [Ni(HAPTSC),]
Cl,, de su compuesto de asociacion y su mezcla fisica, los
de HAPTSC, su respectivo compuesto de asociacion como
el de su mezcla fisica, mostraron comportamientos similares
descritos anteriormente para el [Rh(HAPTSC),]CI..

Las curvas TGA y DSC de la BCD, muestran dos eventos
térmicos bien definidos. El primero, debido a la salida de
aproximadamente 11 moléculas de agua, entre 30°C y 120°C
con un maximo en 80°C. Estas moléculas estan localizadas en
la cavidad como aguas de inclusion y entre las moléculas de
las CDs, como aguas intersticiales, manteniendo la estructura
de la BCD (Kohata, Jyodoi y Ohyoshi, 1993; Sinisterra et
al., 1999; Giordano, Novak y Moyano, 2001; Burgos et al.,
2002; De Sousa et al., 2008; Burgos & Sinisterra, 2010;
Burgos et al., 2012). En seguida de este evento, la curva TGA
de la BCD muestra estabilidad térmica hasta temperaturas de
300°C. El segundo evento térmico, entre 280°C y 370°C, con
un maximo en 320°C, asociado a la pérdida de masa del 86%
aproximadamente, correspondiente a la descomposicion del
anillo glicosidico de la BCD, con formacion de residuos
carbonizados (Kohata et al., 1993; Giordano et al., 2001;
Burgos et al., 2002; Burgos & Sinisterra, 2010; Burgos et
al., 2012). Estos mismos fendmenos térmicos son también
observados en la curva DSC entre 80°C y 320°C, como
eventos endotérmicos, debido a la pérdida de moléculas de
aguay la descomposicion de la BCD.

La curva TGA para el complejo [Rh(HAPTSC),]CI, (Figura
2S, http://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/
downloadSuppFile/204/1005), presenta una pérdida de
masa del 5%, entre 30°C y 100°C que corresponde a la salida
de aproximadamente 2 moléculas de agua de hidratacion
del complejo. Se observa otro evento entre 120°C y 250°C,
correspondiente a la pérdida del 38% de masa, asociado
con la fusién y descomposicién parcial del complejo de
Rh(I11). Este complejo continta perdiendo masa constante
hasta 500°C, que corresponde a la descomposicion del
complejo hasta dejar un residuo del 19% correspondiente
probablemente al Rh metalico.

La curva TGA para el compuesto de inclusion parcial y/o
asociacion del Rh(III), muestra tres eventos bien definidos.
A temperaturas entre 30°C y 120°C, con una pérdida de masa
del 11%, correspondiente a la salida de aproximadamente
13 moléculas de agua. De ellas, 11 moléculas de agua
corresponden a la BCD y 2 al complejo metalico. Este
resultado sugiere la formacién de interacciones de lado de
afuera de la BCD formando un compuesto de asociacion
con el complejo metalico. Se verifica otro evento térmico
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entre 150°C y 234°C, con una pérdida de masa del 15%, que
corresponde a la descomposicion del complejo metalico
de Rh(11) libre. A partir de 234°C hasta aproximadamente
360°C, se observa una pérdida de masa relacionada con
termodescomposicion del complejo y de la BCD en el
complejo de asociacién formado. Este resultado indica la
formacion de interacciones de fuerzas de van der Waals
y enlaces de hidrégeno cuando se forma el compuesto
de asociacion entre la fCD y el complejo metalico de
Rh(IIT). Se obtiene un residuo del 17% correspondiente
posiblemente al rodio metélico. Cuando se compara la curva
TGA del compuesto de asociacion del Rh(lll) con el de la
mezcla fisica (Figura 2), se observa un comportamiento
térmico similar, sugiriendo que en estado sdlido el com-
plejo [Rh(HAPTSC),]CI, sufre interacciones débiles con la
B-CD, hospedero-huésped. También, se observa una mayor
estabilidad térmica cuando se compara el residuo obtenido
de asociacién del complejo de Rh(lIl) con el obtenido
en la termodescomposicion de la BCD libre y la mezcla
fisica, y menor estabilidad térmica cuando se compara con
[Rh(HAPTSC),]CI, libre, sugiriendo nuevas interacciones
BCD-complejo de Rh(III).

La curva DSC (Figura 1) del compuesto de asociacion del
[Rh(HAPTSC),]CL,, presenta tres eventos térmicos. El
primero esta relacionado con la salida de las moléculas
de agua. El segundo y tercer evento endotérmico, asociado
con la fusion y termodescomposicion del compuesto de
asociacion. La curva DSC de la mezcla fisica, comparada
con la del compuesto de asociacion de Rh(I11), muestra un
perfil de termodescomposicion similar, pero se evidencia la
aparicion de un pico endotérmico a 287°C, que corresponde
a la termodescomposicion de la BCD libre. Estos resultados
sugieren que en estado solido se forman interacciones
débiles entre las moléculas del complejo de Rh(lll) con
la BCD.

Analizando la curva TGA (Figura 3S, http://www.raccefyn.
co/index.php/raccefyn/article/downloadSuppFile/204/
1006), del [Ni(HAPTSC),]CI,, el compuesto presenta
estabilidad en el intervalo de temperatura entre 25°C a
200°C, la descomposicion térmica del compuesto ocurre en
dos eventos: entre 200°C y 380°C, se presenta una pérdida
de masa del 52%, debida a la termodescomposicion parcial
del compuesto. A partir de 480°C, se presenta otra pérdida
de masa, de aproximadamente el 35,5%, asociado con la
termodescomposicion total del complejo metalico, quedando
como residuo probablemente el metal.

La curva TGA para el compuesto de asociacion y/o inclusion
parcial del Ni(ll) (Figura 3S), muestra una pérdida de masa
del 12%, a una temperatura entre 50°C y 110°C, corresponde
a la salida de 11 moléculas de agua. Este resultado sugiere
que el complejo metalico no se encuentra dentro de la
cavidad de la BCD, formando un compuesto de inclusion,
si no fuera de ella formando un compuesto de asociacion. Se
presenta una segunda pérdida de masa del 77%, entre 180°C
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y 354°C, que corresponde a la fusion y degradacion del
anillo de la B-ciclodextrina, seguido de la descomposicion
del compuesto. A partir de esta temperatura continua la
pérdida de masa constante, hasta quedar un residuo del 5%
correspondiente al metal.

Cuando se comparan las curvas TGA para el compuesto
de asociacion del Ni(ll) y la mezcla fisica (Figura 3S),
se observa un comportamiento térmico semejante. Esto
es debido, a que cuando estas dos moléculas entran en
contacto, ocurre entre ellas algln tipo de interacciones
muy débiles como de van der Waals o enlaces de hidrégeno
(Kohata et al., 1993; Burgos et al., 2002; De Sousa et al.,
2008; Burgos & Sinisterra, 2010; Burgos et al., 2012).
Ademas, se observa mayor estabilidad térmica cuando se
compara el residuo obtenido de la termodescomposicion
del compuesto de asociacion del Ni(II) con el de la BCD
libre y menos estabilidad térmica, cuando se compara con
el complejo de Ni(ll) libre y la mezcla fisica, sugiriendo
la formaciéon de nuevas interacciones entre la BCD y el
complejo de Ni(ll) asociado.

La curva DSC para el compuesto de coordinacién de
niquel(Il) (Figura 2), presenta un pico endotérmico con
un minimo a una temperatura de 284°C, que corresponde
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Figura 1. Curvas DSC para: a. BCD (negra), b. [Rh(HAPTSC),]
Cl, (discontinua), c. compuesto de asociacion [Rh(HAPTSC),]CI/
BCD (punteada), d. mezcla fisica gris).
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Figura 2. Curvas DSC para: a. BCD (negra), b. [Ni(HAPTSC),]CI,
(discontinua), c. compuesto de asociacion [Ni(HAPTSC),]CL,/BCD
(punteada), d. mezcla fisica (gris).
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a la termodescomposicién del compuesto de coordinacion
de Ni(ll); este resultado obtenido es corroborado con los
resultados encontrados en la curva de TGA para este
compuesto (Figura 3S).

La curva DSC del compuesto de asociacion del bis(2-
acetilpiridina tiosemicarbazona)Ni(ll) (Figura 2), presenta
un pico endotérmico, asociado a la pérdida de moléculas de
agua y otro evento endotérmico, indicando la formacion de
nuevas interacciones entre este compuesto y la BCD. Cuando
se compara la curva DSC del compuesto de asociacion
con la curva DSC de la mezcla fisica, se observa un
comportamiento diferente en su termodescomposicion. Las
curvas DTG y DSC de la mezcla fisica del complejo metalico
de Ni(ll) (Figura 2 y Figura 3S), se pueden interpretar como
una superposicion de las curvas de los componentes libres.

La curva TGA del ligante 2-acetilpiridina tiosemicarbazona
(Figura 4S, http://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/
article/downloadSuppFile/204/1007), presenta una pérdida
de masa del 4% aproxi-madamente, a 100°C, que corresponde
a la molécula de agua de hidratacién (Steiner & Koellner,
1994; Giordano et al., 2001; Burgos et al., 2002; Burgos
& Sinisterra, 2010; Burgos et al., 2012) seguida de una
estabilidad térmica entre 100°C a 180°C. A partir de 180°C
se presenta una pérdida de masa del 84% aproximadamente,
asociada a la fusion y descomposicion del ligante.

La curva TGA del compuesto de asociacion del ligante
2-acetilpiridina tiosemicarbazona con la B-ciclodextrina
(Figura 4S) presenta una primera pérdida de masa de
aproximadamente el 14% a una temperatura aproximada-
mente a 120°C, que corresponde a la pérdida de 12
moléculas de agua: 11 pertenecen a la BCD vy la otra, el
agua de hidratacion del ligante. Estos resultados sugieren
la formacion de un compuesto de asociacion entre la BCD
y el ligante 2-acetilpiridina tiosemicarbazona. Luego se
presenta una pérdida de masa de 9% entre 180°C y 250°C,
que corresponde a la termodescomposicién del ligante
libre. La pérdida de masa de 86% aproximadamente,
entre 270°C y 370°C, corresponde a la descomposicion
del ligante junto con la termodescomposicion de la fCD
en el compuesto de asociacion formado, sugiriendo la
formacién de interacciones de puentes de hidrogeno y
fuerzas débiles entre el ligante y la ciclodextrina en el
compuesto de asociacion.

Cuando fueron comparadas las curvas TGA del compuesto
de asociacion con la curva TGA de la mezcla fisica entre el
ligante 2-acetilpiridina tiosemicarbazona y la B-ciclodextrina,
se observo que el perfil de termodescomposicion fue muy
similar. Estos resultados sugieren que en estado sélido
(mezcla fisica), se generan fuerzas intermoleculares entre
la BCD y ligante HAPTSC.

La curva de DSC de la 2-acetilpiridina tiosemicarbazona
(Figura 3), presenta un primer evento endotérmico a 90°C,
que indica la pérdida de agua de hidratacién, que corrobora el
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resultado obtenido con la curva TGA (Figura 4S). Se presenta
un segundo evento endotérmico a 156°C aproximadamente,
que corresponde posiblemente al punto de fusion del ligante.
El tercer pico endotérmico, a una temperatura de 196°C
indica la descomposicién del compuesto.

La curva DSC del compuesto de asociacién entre el ligante
2-acetilpiridina tiosemicarbazona con la BCD, presenta
un evento endotérmico que esta relacionado con la salida
de las moléculas de agua de inclusion e hidratacion a
temperaturas menores a 100°C, con un minimo a 68°C, el
segundo y tercer evento, endotérmico a temperaturas de
161°C y 330°C respectivamente, relacionados con la fusion
seguida de la descomposicidn del compuesto de asociacion.
Comparando la curva DSC obtenida para el compuesto de
asociacion con la curva DSC de la mezcla fisica entre el
ligante 2-acetilpiridina tiosemicarbazona y la CD (Figura
3), ambas curvas de DSC presentan un comportamiento de
degradacion térmica similar, lo cual indica que en estado
solido existen interacciones entre las moléculas, como
enlaces de hidrégeno, de van der Waals y dipolo-dipolo.

Difraccion de rayos X (DRX)

Al comparar el patréon de difraccion de la BCD, que
presenta un sistema policristalino (Figura 4), el complejo de
Rh(I11) y la mezcla fisica con el patron de difraccion del

Flujo de calor (mW)

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Figura 3. Curvas DSC para: a. BCD (negra), b. HAPTSC
(discontinua), c. compuesto de asociacion HAPTSC/BCD (punteada),
d. mezcla fisica (gris).
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Figura 4. Difractogramas de rayos X para: a. BCD (negra), b.
[Rh(HAPTSC),]CI, (discontinua), c. compuesto de asociacion
[Rh(HAPTSC),]CL/BCD (punteada), d. mezcla fisica (gris).
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compuesto de asociacion y/o inclusion parcial, se verifica
que en el compuesto de asociacion estan ausentes gran
cantidad de picos caracteristicos de los compuestos libres
y no aparecen nuevos, sugiriendo una estructura diferente,
debido a la existencia de interacciones de tipo van der Waals,
interacciones hidrofébicos y electrostaticas o enlaces de
hidrégeno cuando se forma el compuesto de asociacion. Por
otro lado, cuando son comparados los patrones de difraccion
de la BCD con la mezcla fisica, presenta un comportamiento
diferente al compuesto de asociacion, interpretdndose como
una “‘superposicion” de los compuestos libres, BCD y
complejo de Rh(llI).

Fue observado un comportamiento similar cuando se com-
pararon los patrones de difraccion del compuesto de
asociacion del Ni(ll) con la mezcla fisica. Se observé
también, una disminucion en las intensidades relativas de
los picos de la BCD, debido a la formacion del compuesto
de asociacion (Figura 5).

Cuando se compara el patron de difraccién del compuesto
de asociaciéon con el patron de difraccion de la BCD, que
es un sistema policristalino, el ligante HAPTSC y la mezcla
fisica (Figura 6), se confirma que en el compuesto de
asociacion estan ausentes varios picos caracteristicos de los
compuestos libres y la aparicién de otros nuevos (Steiner
& Koellner, 1994; Sinisterra et al., 1999; Burgos et al.,
2002; Burgos & Sinisterra, 2010; Burgos et al., 2012).
También, se observa una disminucién en las intensidades
relativas de las sefiales de la BCD, sugiriendo la presencia
de interacciones tipo van der Waals, enlaces de hidrégeno
y dipolo-dipolo. El difractograma de la mezcla fisica no
presenta una “superposicion” de los compuestos libres, de la
BCDy el ligante HAPTSC, también presenta la desaparicion
de algunos de los picos caracteristicos de la BCD, lo que
sugiere la formacion de interacciones tipo puente de
hidrégeno entre la ciclodextrina y el ligante 2-acetilpiridina
tiosemicarbazona en el estado solido.
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Figura 5. Difractogramas de rayos X para: a. BCD (negra), b.
[Ni(HAPTSC),]CI, (discontinua), c. compuesto de asociacion
[Ni(HAPTSC),]CL/BCD (punteada), d. mezcla fisica (gris).
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Figura 6. Difractogramas de rayos X para: a. BCD (negra), b.
HAPTSC (discontinua), c. compuesto de asociacion HAPTSC)/
BCD (punteada), d. mezcla fisica (gris).

Resonancia Magnética Nuclear

Los desplazamientos quimicos de RMN de 'H y 3C de
la BCD y del compuesto de asociacion de Rh(III), son
presentados en las Tablas 1 y 2. Las atribuciones fueron
realizadas con base en los datos reportados en la literatura
(Inoue, 1993; Poveda & Jiménez-Barbero, 1998; Burgos et
al., 2002; Burgos et al., 2012; Burgos & Sinisterra, 2010).

En la Tabla 1, se muestran las sefiales de RMN-'H de
los espectros y sus asignaciones para el compuesto de
asociacion de Rh(I1), el [Rh(HAPTSC),]CI, librey la BCD.
Al comparar los desplazamientos quimicos de las sefiales
de los hidrégenos del compuesto de asociacion de Rh(lll)
con los del complejo [Rh(HAPTSC),]CI, libre, se observan
variaciones de 6 en todos los hidrégenos del complejo de
Rh(111), siendo los mas acentuados para los H,, H,, H,, H,,
H,y H,, (Ad= 0,05 ppm, 0,11 ppm, 0,12 ppm, 0,10 ppm,
0,22 ppm y 0,07 ppm, respectivamente). Este resultado
explica la interaccién del anillo piridinico y la tioamida
del compuesto de coordinacién de Rh(lll) con la BCD.
Cuando se comparan los desplazamientos quimicos de las
sefiales de los protones para compuesto de asociacion y la
BCD, se observan pequefias variaciones de & en todos los
hidrdgenos en el compuesto de asociacion, siendo los mas
acentuados para los hidrogenos H,, H, y H, del anillo de la
ciclodextrina y no se observan las sefiales de los hidrégenos
asociados a los hidroxilos primarios y secundarios. Esto
permite suponer las interacciones y formacion de enlaces
de hidrégeno con los hidroxilos del lado de afuera de la
BCD y el complejo metalico. Los hidrogenos H, y H, se
encuentran en el interior de la cavidad de la BCD y el H, y
los hidroxilos primarios y secundarios del lado de fuera de
la cavidad de la BCD (Figura 7), sugiriendo interacciones de
tipo hospedero-huésped en la parte interna y externa de la
cavidad, formando los respectivos compuestos de inclusion
parcial y/o asociacion (Inoue, 1993; Wenz, 1994; Poveda
& Jiménez-Barbero, 1998; Burgos et al., 2002; Ribero,
Carvalho, Ferreira y Veiga, 2005; Burgos & Sinisterra,
2010; Burgos et al., 2012).
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Preparacion y caracterizacion de compuestos de inclusion

Tabla 1. Valores de desplazamientos quimicos (8) de hidrogenos, cambios en los desplazamientos quimicos (Ad) para BCD, HAPTSC,
[Rh(HAPTSC),]CI,, HAPTSC/ BCD y [Rh(HAPTSC),]CL/BCD y valores de desplazamientos quimicos **C para estos compuestos.

Asignacion de Desplazamiento quimico (8§ en ppm) y cambio de desplazamiento quimico (A3 en ppm)
sefiales en RMN
BCD HAPTSC [Rh(HAPTSC),ICI, HAPTSC/ BCD [Rh(HAPTSC),]CI/BCD

", 8,57 8,79 (0,22) 8,57 8,74 (-0,05)
H 7,38 7,87 (0,49) 7,39 (0,01) 7,76 (-0,11)
R, e 7,78 8,41 (0,63) 7,79 (0,01) 8,29 (-0,12)
H 8,42 8,41 (-0,01) 8,42 8,42 (0,01)
R e 2,38 2,42 (0,04) 2,38 2,40 (-0,02)
H 2,38 2,42 (0,04) 2,38 2,40 (-0,02)
R e 2,38 2,42 (0,04) 2,38 2,40 (-0,02)
H 10,32 10,81 (0,49) 10,32 10,71 (-0,10)
T —— 8,42 8,86 (0,44) 8,42 8,64 (-0,22)
H, 8,14 871 (057) 8,14 8,64 (-0,07)
s == 148,88 145,98 (-2,91) 148,89 (0,01) -

c, 124,40 125,16 (0,76) 12441 (001) e

o 136,82 131,89 (-4,94) 136,83 (0,01) e

c, 121,35 128,67 (7,32) 121,36 (0,01) e

o 155,19 134,53 (-20,66) 15519 e

c, 148,72 147,24 (-1,30) 14871 (-001) e

& 0 = 12,57 18,95 (6,38) 12,56 (-0,01) e

s 179,62 146,92 (-32,70) 179,60 (-0,02) -
CDH, 483 e e 4,83 4,82 (-0,01)
CDH, e — 3,30 (-0,01) 3,29 (-0,02)
CDH, 362 0 3,62 3,65 (0,03)
CDH, 707 Z e — 3,55 (-0,01) 3,34 (-0,22)
CD H, 3%9 3,58 (-0,01) 3,54 (-0,05)
CDH, Y — 3,63 (-0,01) 3,63 (-0,01)
CDH, 364 0 = 3,63 (-0,01) 3,63 (-0,01)
CD OH, 444 e e 449 (0,06) e

CD OH, 566 e XN %) N —

CD OH, 570 574 004 -
CDC, 10242 000 = 102,42 101,86 (-0,56)
CDC, 7290 0 - e 72,90 72,35 (-0,55)
CDC, 7353 7858 72,98 (-0,55)
CDC, 8204 e 82,04 81,46 (-0,58)
CDC, 7252 e 72,53 (0,01) 71,97 (-0,55)
coc, 60,41 e 60,42 (0,01) 59,85 (-0,56)

En la Tabla 1, se presentan los desplazamientos quimicos
de las sefiales de RMN de C de la BCD y del compuesto
de asociacion de Rh(lIl). Cuando se comparan las sefiales
de los espectros del compuesto de asociacion con BCD
libre, todas las sefiales de carbono se desplazan en una

proporcion similar. Las asignaciones de las sefiales en el
espectro de RMN de C-13 estan basadas en los cambios
quimicos, de las sefiales para el &tomo de carbono en el
complejo, cuando se compara con el espectro del ligante
libre, Ad = & (complejo) - & (free ligante libre). Estos
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Tabla 2. Concentracion minima inhibitoria (CMI) de los compuestos HAPTSC, [Rh(HAPTSC),ICL,, [Ni(HAPTSC),]CI, libres y sus
respectivos compuestos de inclusion HAPTSC/BCD, [Rh(HAPTSC),]CI/BCD y [Ni(HAPTSC),]CL/BCD contra bacterias (Gram-
positivas y Gram-negativas) y levaduras por el método de difusion radial. Se muestra también la CMI de las sales de Niy Rh, y de la

B-ciclodextrina (BCD).

Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) en pg/mL contra microorganismos

Compuestos Bacterias Gram-positivas Bacterias Gram-negativas Levaduras
B. subtilis S. aureus E. coli P. aeruginosa S. cerevisiae C. albicans

HAPTSC libre 500 250 250 1000 1000 1000
NiCl*6H,0 - - - - 500 500
RhCI *xH,0 - - - - 500 250
[Ni(HAPTSC),]CL, libre - - - - - -
[Rh(HAPTSC),]CI, libre - 250 - 1000 - 250
B-ciclodextrina (BCD) - - - - - -
HAPTSC/BCD - 125 - - - 1000
[Ni(HAPTSC),ICL,/8CD - - - - - -
[Rh(HAPTSC),]CI/8CD - - - 750 - 1000

Todos los halos de inhibicién con diametro igual o superior a 1,5 cm fueron considerados como efecto positivo de inhibibicion del compuesto sobre el
microorganismo probado. Halos de inhibicion de controles: ciprofloxacina 0,3% (5 cm, P. aeruginosa), cefalotina 40 pg/mL (4 cm, E. coli; 1,5 cm, B. subtilis;
4 cm, S. aureus), clotrimazol 1% (2,5 cm, S. cerevisiae y C. albicans). -, sin inhibicion en el rango de concentraciones evaluadas.

H. C Hy
il ||
I N
c c H Cs H
W ’\N/ £ 7 \T/ \l/ i
|
c Hs Ho
H5/| \H;
a. Hs

Figura 7. a. Estructura del ligante 2-acetilpiridina tiosemicarbazona,
b. Estructura de la -ciclodextrina.

resultados corroboran con los obtenidos por rayos X, IR,
curvas TGA y DSC, donde se sugiere la formacién de un
compuesto de inclusion parcial y/o asociacion.

Pruebas de actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana del ligante HAPTSC y sus
complejos de [Rh(HAPTSC),ICI, y [Ni(HAPTSC),]CI,
libres, asi como los respectivos compuestos de inclusién
parcial y/o asociacion con la BCD presentaron un com-
portamiento diferenciado (Tabla 2). El ligante HAPTSC
libre presentd mayor actividad para las bacterias gram-
positiva S. aureus y gram-negativa E. coli (ambas con
CMI 250 pg/mL), seguido de actividad contra B. subtilis
(CMI 500 pg/mL) y P. aeruginosa (CMI 1000 ug/mL).
Asi mismo, este compuesto presentd actividad contra las
levaduras probadas (CMI 1000 pg/mL). La sal de Ni(ll),
precursora para el complejo, presentd actividad contra
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las levaduras S. cerevisiae y C. albicans (CMI 500 pg/
mL); la sal de Rh(lll) también presenté actividad para las
mismas dos levaduras (respectivamente, CMI 500 pg/mL y
CMI 250 pg/mL). Entre los complejos libres, Gnicamente
el complejo [Rh(HAPTSC),]CI, presentd actividad y con
mayor incidencia contra la bacteria gram-positiva S. aureus
y la levadura C. albicans (ambos con CMI 250 pg/mL)
La BCD no mostrd cualquier efecto negativo contra los
microorganismos probados. Los compuestos de inclusion
en BCD que mostraron actividad fueron el HAPTSC/BCD
contra S. aureus y C. albicans (CMI 125 pg/mLy CMI 1000
Mg/mL, respectivamente) y el complejo [Rh(HAPTSC),]CL./
BCD contra P. aeruginosa y C. albicans (respectivamente,
CMI 750 pg/mL y CMI 1000 pg/mL).

Los resultados sugieren que las actividades de los com-
puestos de 2-acetilpiridina tiosemicarbazona estudiados
tienen comportamientos disimiles al coordinarse al metal o
con la formacion de los compuestos de inclusién respectivos.
En general la actividad antimicrobiana de los diferentes
compuestos libres probados disminuydé o se mantuvo
constante en los complejos y compuestos de inclusion con
BCD (Tabla 2). La excepcion fue para el HAPTSC que
aumento su actividad contra S. aureus cuando fue incluido en
BCD (pas6 de CMI 250 pg/mL a CMI 125 pg/mL) y contra
P. aeruginosa cuando formo el compuesto de inclusién con
rodio (pas6 de CMI 250 pg/mL a CMI 125 ug/mL). La
variabilidad en la actividad antimicrobiana de los compuestos
estudiados contra los diferentes microorganismos depende
de la permeabilidad de las células (Sharma, Srivastava y
Srivastava, 2007), ya que la coordinacion del metal con la
tiosemicarbazona aumenta su lipofilicidad en tanto que el
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compuesto de inclusion con la ciclodextrina aumenta su
hidrofilicidad, haciendo que el sitio de accion del compuesto
de coordinacion sea mas o menos accesible. En los casos en
que se observo una mejora en la actividad antimicrobiana
del ligante HAPTSC libre o en el compuesto de inclusion
del Rh(IIT) en BCD, esto podria ser debido a que la inclusion
facilita el transporte del compuesto a través de la membrana
y hacia el sitio de accién adentro de la célula. Con
relacion al modo de accidn antimicrobiano del complejo
Rh(HAPTSC),]CI, con la célula, este podria involucrar la
interaccion del grupo azometino con los centros activos de
constituyentes celulares a través de puentes de hidrégeno
resultando en la interferencia con procesos celulares
normales (Sharma et al., 2007).

Ningln compuesto evaluado pudo superar la actividad
antimicrobiana mostrada por la cefalotina. Sin embargo,
se resalta que el ligante HAPTSC libre y el complejo
[Rh(HAPTSC),]CI, libre e incluido en BCD mostraron una
actividad comparable a la del control de ciprofloxacina
utilizado. Se destaca la actividad biolégica de los compuestos
que tuvieron accion contra las levaduras evaluadas, ya que
en todos donde se observo actividad antimicrobiana, esta fue
superior a la accion del control de Clotrimazol utilizado.

Preparacion y caracterizacion de compuestos de inclusion

Conclusiones

Fueron preparados tres nuevos compuestos de asociacion
y/o inclusion parcial entre el ligante 2-acetilpiridina tiosemi-
carbazona, cloruro de bis(2-acetilpiridina tiosemicarbazona)
rodio(I11) y cloruro de bis(2-acetilpiridina tiosemicarbazona)
niquel(ll) con la B-ciclodextrina en relacién molar 1:1.

Los resultados obtenidos por RMN proténica y carbono 13,
para el ligante HAPTSC y complejo de Rh(lll), Ni(ll) y su
respectivos compuestos de asociacion y/o inclusion parcial,
mostraron modificaciones importantes, que permiten sugerir
la formacion de compuestos de inclusién parcial entre estos
compuestos con la fCD.

Los ensayos biolégicos indicaron que el ligante HAPTSC
libre mostré actividad antimicrobiana contra todos los
microorganismos probados. La coordinacion al Rh(lll)
y la formacién de su respectivo compuesto de inclusion,
asi como la formacién del compuesto de inclusion con el
ligante mostraron un incremento en la actividad contra
algunos de los microorganismos probados, sugiriendo
que estos pueden servir como una estrategia efectiva
para mejorar la actividad antibacterial y anfingica de las
tiosemicarbazonas.

Informacion suplementaria

Figura 1S. Espectros de IR (pastilla de KBr) de los compuestos:
a. PCD (negra), b. [Rh(HAPTSC),]CI, (discontinua), c.
[Rh(HAPTSC),]CL/BCD (punteada), d. mezcla fisica (gris).

Figura 2S. Curvas TGA para: a. BCD (negra), b. [Rh(HAPTSC),]
Cl, (discontinua), c. compuesto de asociacion [Rh(HAPTSC),]CL,/
BCD (punteada), d. mezcla fisica (gris).

Figura 3S. Curvas TGA para: a. BCD (negra), b. [Ni(HAPTSC),]
Cl, (discontinua), c. compuesto de asociacion [Ni(HAPTSC),]CL,/
BCD (punteado), d. mezcla fisica (gris).

Figura 4S. Curvas TGA para: a. BCD (negra), b. HAPTSC
(discontinua), c. compuesto de asociacion HAPTSC/BCD
(punteada), d. mezcla fisica (gris).

Agradecimientos

Los autores agradecen a la Direccion de Investigacion Sede
Bogota (DIB) de la Universidad Nacional de Colombia por
el apoyo financiero al proyecto N°. 201010016735. También
se agradece al Profesor Milton Crosby, Departamento de
Farmacia, Facultad de Ciencias, Universidad Nacional de
Colombia, por facilitar las cepas utilizadas en los ensayos
antimicrobianos.

Conflicto de intereses
Los autores declaran no tener conflicto de intereses.
Bibliografia

Anderson, F.E., Duca, CJ., & Scudi, J.V. (1952) Some
heterocyclic thiosemicarbazones. Journal of the American
Chemical Society. 73: 4967-4968.

Beraldo, H. (2004) Semicarbazonas e tiossemicarbazonas: o
amplio perfil farmacoldgico e usos clinicos. Quimica Nova.
27 (3): 461-471.

Beraldo, H., & Gambino D. (2004). The wide pharmacological
versatility of thiosemicarbazones, semicarbazones and their
metal complexes. Mini Reviews in Medicinal Chemistry.
4 (1): 31-39.

Burgos, A.E., & Sinisterra, R.D. (2010) Preparacion y carac-
terizacion de compuestos de asociacidn entre el acetato,
propionato y butirato de rodio(II) con B-ciclodextrina.
Revista Colombiana de Quimica. 39: 427-445.

Burgos, A.E., Belchior, J.C., & Sinisterra, R.D. (2002) Controlled
release of rhodium(Il) carboxylates and their association
complexes with cyclodextrins from hydroxyapatite matrix.
Biomaterials. 23 (12): 2519-2526.

Burgos, A.E., Okio, C.K.Y.A,, Sinisterra, R.D. (2012) Preparacdo
do composto de associacdo entre citrato de rodio(ll) e
B-ciclodextrina. Quimica Nova. 35 (4): 762-765.

Calderini, A., & Pessine, F.B.T. (2008) Synthesis and charac-
terization of inclusion complex of the vasodilator drug
minoxidil with b-cyclodextrin. Journal of Inclusion
Phenomena and Macrocyclic Chemistry. 60 (3-4): 369-377.

337


http://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/downloadSuppFile/204/1004
http://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/downloadSuppFile/204/1005
http://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/downloadSuppFile/204/1006
http://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/downloadSuppFile/204/1007

Daza JI, Branddo PFB, Burgos AE

Da Silva, A.M.M., Empis, J.M.A., & Teixeira-Dias, J.J.C. (2002)
Inclusion of carvone enantiomers in cyclomaltoheptaose
(B-cyclodextrin): thermal behaviour and H—D and D—H
exchange. Journal of Carbohydrate Research. 337 (24):
2501-2504.

De Sousa, F., Leite, A., Lula, I., Nascimento, C., Fernandes,
N., Lima, A., De Almeida, W., & Sinisterra, R.D. (2008)
Supramolecular Self-Assembly of Cyclodextrin and Higher
Water Soluble Guest: Thermodynamics and Topological
Studies. Journal of the American Chemical Society. 130
(26): 8426-8436.

Del Valle, E.M.M. (2004) Cyclodextrins and their uses: a review.
Process Biochemistry. 39 (9): 1033-1046.

Giordano, F., Novak, C., & Moyano, J.R. (2001) Thermal
analysis of cyclodextrins and their inclusion compounds.
Thermochimica Acta. 380 (2): 123-151.

Gupta, S.P. (1994) Quantitative structure-activity relationship
studies on anticancer drugs. Chemistry Reviews. 94 (6):
1507-1551.

Inoue, Y. (1993) NMR Studies of the structure and properties
of cyclodextrins and their inclusion complexes. Annual
Reports on NMR Spectroscopy. 27: 59-101.

Kasuga, N.C., Sekino, K., Koumo, C., Shimada, N., Ishikawa, M.,
& Nomiya, K. (2001) Synthesis, structural characterization
and antimicrobial activities of 4- and 6-coordinate
nickel(1l) complexes with three thiosemicarbazones and
semicarbazone ligands. Journal of Inorganic Biochemistry.
84 (1-2): 55-65.

Kayaci, F., Ertas, Y., & Uyar, T. (2013a) Enhanced thermal
stability of eugenol by cyclodextrin inclusion complex
encapsulated in electrospun polymeric nanofiber. Journal
of Agricultural and Food Chemistry. 61 (34): 8156-8165.

Kayaci, F., Umu, O.C.O., Tekinay, T., & Uyar, T. (2013b)
Antibacterial Electrospun Poly(lactic acid) (PLA)
Nanofibrous webs incorporating triclosan/cyclodextrin
inclusion complexes. Journal of Agricultural and Food
Chemistry. 61 (16): 3901-3908.

Kettel, M.J., Schaefer, K., Groll, J., & Moeller, M. (2014)
Nanogels with high active B-cyclodextrin content as
physical coating system with sustained release properties.
ACS Applied Materials & Interfaces. 6 (4): 2300-2311.

Klayman, D.L., Bartosevich, J.F., Griffin, T.S., Mason, C.J., &
Scovill, J.P. (1979) 2-Acetylpyridine thiosemicarbazones.
1. A new class of potential antimalarial agents. Journal of
Medical Chemistry. 22 (7): 855-862.

Kohata, S., Jyodoi, K., & Ohyoshi, A. (1993) Thermal decomposi-
tion of cyclodextrins (a-, B-, g-, and modified B-CD) complexes
in the solid phase. Thermochimica Acta. 217: 187-198.

Kovala-Demertzi, D., Demertzis, M.A., Miller, J.R.,
Papadopoulou, C., Dodorou, C., & Filousis, G.
(2001) Platinum(Il) complexes with 2-acetyl pyridine
thiosemicarbazone. Synthesis, crystal structure, spectral
properties, antimicrobial and antitumour activity. Journal
of Inorganic Chemistry. 86 (2-3): 555-563.

Krishnan, K., Prathiba, K., Jayaprakash, V., Basu, A.,
Mishra, N., Zhou, B., Hu, S., & Yen, Y. (2008) Synthesis

338

Rev. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat. 39(152):328-338, julio-septiembre de 2015

and ribonucleotide reductase inhibitory activity of
thiosemicarbazones. Bioorganic and Medicinal Chemistry
Letters. 18 (23): 6248-6250.

Lobana, T.S., Sharma, R., Bawa, G., & Khanna, S. (2009)
Bonding and structure trends of thiosemicarbazone
derivatives of metals-An overview. Coordination Chemistry
Reviews. 253 (7-8): 977-1055.

Offiong, E., & Martelli, S. (1997) Stereochemistry and antitumour
activity of platinum metal complexes of 2-acetylpyridine
thiosemicarbazones. Transition Metal Chemistry. 22 (3):
263-269.

Poveda, A., & Jiménez-Barbero, J. (1998) NMR studies of
carbohydrate—protein interactions in solution. Chemical
Society Reviews. 27 (2): 133-144.

Reis, D.C., Pinto, M.C.X., Souza-Fagundes, E.M., Wardell,
S.M.S.V., Wardell, J.L., & Beraldo, H. (2010)
Antimony(I11) complexes with 2-benzoylpyridine-derived
thiosemicarbazones: cytotoxicity against human leukemia
cell lines. European Journal of Medicinal Chemistry. 45
(9): 3904-3910.

Ribero, L., Carvalho, R.A., Ferreira, C.D., & Veiga, F.J.B.
(2005) Multicomponent complex formation between
vinpocetine, cyclodextrin, tartaric acid and water-soluble
polymers monitored by NMR and solubility studies.
European Journal of Pharmaceutical Sciences. 24 (1): 1-13.

Sharma, V.K,, Srivastava, S., & Srivastava, A. (2007) Spectroscopic,
thermal and biological studies on some trivalent ruthenium
and rhodium NS chelating thiosemicarbazone complexes.
Bioinorganic Chemistry and Applications, 2007, 68374.

Sinisterra, R.D., Shastri, V.P., Najjar, R., & Langer, R. (1999)
Encapsulation and release of rhodium(ll) citrate and its
association complex with hydroxypropyl-b-cyclodextrin
from biodegradable polymer microspheres. Journal of
Pharmaceutical Sciences. 88 (5): 574-576.

Skoog, D.A., Holler, F.J., & Nieman, T.A. (2001) Principios de
andlisis instrumental. (pp. 353-364). Madrid (Espaiia):
McGraw Hill.

Steiner, T., & Koellner, G. (1994) Crystalline Beta-cyclodextrin
hydrate at various humidities: fast, continuous, and
reversible dehydration studied by X-ray diffraction. Journal
of the American Chemical Society. 116 (12): 5122-5128.

Szejtli, J. (1998) Introduction and general overview of cyclodextrin
chemistry. Chemical Reviews. 98 (5): 1743-53.

Tamayo, L.V., Burgos, A.E., & Brandio, P.F.B. (2014) Synthesis,
characterization, and antimicrobial activity of the ligand
3-methylpyrazole-4-carboxaldehyde thiosemicarbazone and
its Pd(Il) complex. Phosphorus, Sulfur, and Silicon and
the Related Elements. 189 (1): 52-59.

Tenorio, R.P., Goes, A.J.S., de Lima, J.G., de Faria, A.R., Alves,
AJ., & de Aquino, T.M. (2005) Tiossemicarbazonas:
métodos de obtencéo, aplicacdes sintéticas e importancia
biolégica. Quimica Nova. 28 (6): 1030-1037.

Wenz, G. (1994) Cyclodextrins as building blocks for supra-
molecular structures and functional units. Angewandte
Chemie International Edition in English. 33 (8): 803-822.



Rev. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat. 39(152):339-347, julio-septiembre de 2015
doi: http://dx.doi.org/10.18257/raccefyn.192

| Ciencias naturales

Identificacion genética de aislamientos de Colletotrichum spp.

causantes de antracnosis en frutos de aguacate,
banano, mango y tomate de arbol

Lederson Gaiian'>*, Elizabeth Alvarez?, Jairo Castafio-Zapata®

! Facultad de Ciencias Agropecuarias. Universidad de Caldas, Manizales, Colombia.
2 Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), Cali, Colombia.

Resumen

La antracnosis es una de las enfermedades que mas afecta la produccién de frutales tropicales en el mundo. El
objetivo del presente trabajo fue identificar a nivel de especie aislamientos de Colletotrichum spp. causantes de la
antracnosis en frutos de aguacate, banano, mango y tomate de arbol mediante el analisis filogenético multilocus
empleando datos de las secuencias de la region espaciadora interna transcrita (ITS), y de los genes B-tubulina-2 y
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa. Para cada especie se evaluaron caracteristicas morfologicas de la colonia,
los conidios y los apresorios. Se obtuvieron 16 aislamientos a partir de frutos con sintomas de antracnosis, los
cuales se confirmaron como causantes de la enfermedad en frutos de sus respectivos hospedantes con el método
de inoculacion por herida y goteo. Se identificaron los aislamientos como Colletotrichum asianum, Colletotrichum
fructicola, Colletotrichum musae dentro del complejo de especies de Colletotrichum gloeosporioides, 0 como
Colletotrichum tamarilloi dentro del complejo de especies de Colletotrichum acutatum. El presente estudio aporta
al conocimiento de las especies causantes de la antracnosis en frutas tropicales en Colombia, lo cual facilitara el
disefo de técnicas de diagnostico y la seleccion de estrategias Optimas de manejo de la enfermedad.

Palabras clave: analisis filogenético multilocus, complejo de especies, diversidad genética, diagnostico.

Genetic identification of Colletotrichum isolates causing anthracnose in fruits of avocado, banana, mango
and tamarillo

Abstract

Anthracnose is a major disease affecting the production of tropical fruit trees on a global level. Our objective was
to identify at the species level Colletotrichum isolates causing anthracnose in fruits of avocado, banana, mango, and
tamarillo by multilocus phylogenetic analysis based on sequencing data from the ITS region and from the Btubulin-2
and glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase genes. We evaluated the morphology of colonies, conidia, and
appressoria for each species. We obtained 16 isolates from fruits exhibiting symptoms of anthracnose, which were
confirmed using the wound and drip inoculation method as causing anthracnose in fruits of their respective hosts. The
isolates were identified as Colletotrichum asianum, Colletotrichum fructicola, or Colletotrichum musae within the
Colletotrichum gloeosporioides species complex, or as Colletotrichum tamarilloi within the Colletotrichum acutatum
species complex. This study contributes to the knowledge of species causing anthracnose in tropical fruits in Colombia,
which will facilitate the design of diagnosis techniques and the selection of better disease management strategies.

Key words: Multilocus phylogenetic analysis, species complex, genetic diversity, diagnosis.

Introduccion

La fruticultura en Colombia es una de las actividades
productivas con mayor potencial por su amplia expansion
en el mercado internacional e importancia en la dieta
alimenticia de la poblacion mundial (Reyes, et al., 2006).
Durante las ultimas cinco décadas, el area sembrada en
frutas en Colombia pasé de aproximadamente 435.500
ha en 1970 a 665.000 ha en el 2010 (FAOSTAT, 2014).
Sin embargo, la produccién fruticola en Colombia se ve
limitada por problemas fitosanitarios que afectan los
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rendimientos productivos del cultivo en campo o causan
importantes pérdidas después de la cosecha. Uno de estos
problemas fitosanitarios es la antracnosis, causada por el
hongo fitopatogeno Colletotrichum spp., el cual puede
afectar diversos tejidos de las plantas, como tallos, hojas,
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flores y frutos. El deterioro de los frutos después de la
cosecha limita la calidad de la fruta para exportacion, con
dafios que varian desde pérdidas ligeras en calidad, con la
consecuente reduccion del precio de venta, hasta la pérdida
total de las frutas (Jeffries, et al., 1990; Hindorf, 2000).
En la fresa (Fragaria x ananassa) y en el tomate de arbol
(Solanum betaceum), Colletrotrichum spp. puede ocasionar
graves epidemias de antracnosis que resultan en pérdidas
superiores al 50 % (Sreenivasaprasad & Talhinhas, 2005;
Hyde, et al., 2009).

Los estudios de identificacion del agente causante de la
antracnosis en los frutales en Colombia se han basado princi-
palmente en el uso de caracteres morfologicos y el empleo de
la técnica molecular de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), con cebadores especificos para la especie derivados
de la region espaciadora interna transcrita (ITS) del ADNr, o
secuenciacion y analisis de la region ITS, dando como resul-
tado la identificacion de tres especies: C. gloeosporioides, C.
acutatum y C. boninense (Afanador-Kafuri, et al., 2003;
Contreras, 2006; Arenas, et al., 2007; Rojas-Triviiio, 2008;
Saldarriaga, et al., 2008; Martinez, et al., 2009; Sanabria,
etal., 2010; Afanador-Kafuri, 2011; Granados-Benavides,
et al.,, 2011; Hoyos-Carvajal, et al., 2011; Martinez, et
al., 2011; Calderon, et al., 2012; Rueda, et al., 2013). Sin
embargo, estas tres especies se consideran actualmente como
un grupo o complejo de especies cuyo limite genético se ha
definido mediante andlisis filogenético multilocus. Ademas,
luego de la tipificacion de C. gloeosporioides (Cannon,
2008) y de C. acutatum (Than, et al., 2008), en diversos
estudios se ha demostrado que muchas especies previamente
identificadas como C. gloeosporioides o C. acutatum
difieren de sus especimenes tipo. Por ejemplo, Phoulivong,
et al. (2010) determinaron que ninguno de los aislamientos
de Colletotrichum asociados con la antracnosis de frutas
tropicales en Tailandia correspondian a los especimenes tipo
de C. gloeosporioides s. str. o de C. acutatum s. str. Ademas,
en la publicacion de Weir, et al. (2012) y Damm, et al.
(2012a), se determind la presencia de las especies C. asianum
y C. tamarilloi asociadas a la antracnosis del mango y del
tomate de arbol en Colombia, respectivamente, aunque no se
presentaron pruebas de patogenicidad que los identificaran
como agentes causantes de la enfermedad.

El objetivo del presente estudio fue identificar a nivel de
especie aislamientos de Colletotrichum spp. causantes de
la antracnosis en frutas de aguacate (Persea americana),
banano (Musa spp.), mango (Mangifera indica) y tomate de
arbol (S. betaceum) en Colombia mediante la caracteriza-
cion morfologica y una filogenia sélidamente establecida
mediante analisis filogenético multilocus.

Materiales y métodos
Fuente de los aislamientos

Los aislamientos de Colletotrichum spp. usados en el
presente estudio se aislaron a partir de tejidos de frutos de
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banano, mango y tomate de arbol con sintomas de antracno-
sis 'y se obtuvieron como cultivos monoesporicos empleando
la metodologia descrita por Than, et al. (2008).

Pruebas de patogenicidad

La patogenicidad de los aislamientos obtenidos se verificO
en frutos del hospedante del cual habian sido aislados.
Los frutos se obtuvieron en estado de madurez fisiologica,
no fueron tratados, y se lavaron con un flujo constante
de agua destilada durante diez minutos, seguido por una
esterilizacion de la superficie mediante inmersion en etanol
(tres minutos), hipoclorito de sodio al 1 % (cinco minutos),
y agua destilada estéril (tres veces durante dos minutos cada
vez), y se secaron al aire en camara de flujo laminar sobre
toalla de papel estéril. Los frutos se inocularon mediante
el método de inoculacion por herida y goteo depositando 6
uL de la suspension conidial (~ 1 x 106 esporas.mL*) sobre
el area de la herida previamente demarcada (Than, et al.,
2008). Como control, se inocul agua destilada estéril. Los
frutos inoculados se colocaron en camaras himedas en
condiciones estériles (humedad relativa cercana al 95 %)
(Montri, et al., 2009), a temperatura ambiente (24 °C), y
sometidos a regimenes normales de luz durante siete dias
(Than, et al., 2008). Por cada interaccion entre aislamiento y
hospedante se emplearon tres repeticiones y dos frutas como
unidad experimental. Siete dias después de la inoculacion
se evaluaron los sintomas de la enfermedad y se tomaron
fragmentos del borde de las lesiones o del area inoculada
(en caso de no observar sintomas). El organismo aislado se
cultivé en agar de papa y dextrosa (PDA) y los caracteres
de la colonia y su morfologia se compararon con el cultivo
inicialmente inoculado.

Extraccién de ADN genémico

El ADN se extrajo a partir del micelio del hongo obtenido de
cultivos puros en medio PDA (Difco Laboratories, Detroit,
MI, USA), siguiendo el protocolo de extraccién de ADN
descrito por Damm, et al. (2008).

Identificacion de especies basada en andlisis filogenético
multilocus

La region ITS completa del ADNr, asi como las secuencias
parciales de los genes TUB2 y GAPDH se amplificaron
mediante PCR y posteriormente se secuenciaron usando
los pares de cebadores ITS-5 + ITS-4 (White, et al., 1990),
Bt2a + Bt2b (Glass & Donaldson, 1995) y GDF1 + GDR1
(Guerber, et al., 2003), respectivamente.

Las amplificaciones de PCR se llevaron a cabo en un
volumen de reaccion final de 25 puL consistente en 10 ng
de ADN, una concentracion final 1X del tampon DreamTaq
Green PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific Inc.),
0,5 uM de cada cebador y agua esterilizada para cromato-
grafia liquida de alta eficacia (high performance liquid
chromatography, HPLC). Para el proceso de amplificacion
se us6 un termociclador PTC-100 (MJ Research, Watertown,
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MA, USA), con los programas térmicos de amplificacion
descritos por Prihastuti, et al. (2009). Los productos de
PCR se enviaron al laboratorio de la unidad de biotecnologia
de la lowa State University, USA, para la secuenciacion en
ambas direcciones con un secuenciador de ADN Applied
Biosystems 3730xI (Applied Biosystems, Inc., Foster City,
CA, USA). Las secuencias derivadas de este estudio se
depositaron en la base de datos GenBank® (Tabla 1).

Para los analisis filogenéticos, las secuencias de los ais-
lamientos de Colletotrichum obtenidos en el presente
estudio se compararon con las de especimenes del tipo de
Colletotrichum obtenidas en la base de datos GenBank®.
Para cada gen se hicieron alineamientos individuales vy,
posteriormente, los tres genes se concatenaron usando el
programa FASconCAT v.1.0 (Kiick & Meusemann, 2010).
Para cada gen se crearon particiones separadas y para cada
una de estas se determind el modelo de sustitucion de
nucledtidos que mejor se ajustara mediante el programa
jModelTest 0.1.1 (Posada, 2008), y de acuerdo al criterio
de informacién Akaike corregido (AlCc). La reconstruccion
filogenética se hizo mediante inferencia bayesiana, usando
el programa MrBayes v. 3.2.1 (Ronquist, et al., 2012). El
analisis mediante el método de Montecarlo basado en las
cadenas de Markov (Markov chain Montecarlo method,
MCMC) se aplico al conjunto de datos con los modelos de
sustituciéon determinados separadamente para cada parti-
cion. Para el analisis bayesiano, se corrieron cuatro cadenas
de MCMC dos veces por 1 x 107 generaciones, con un
muestreo de arboles cada 1.000 generaciones. Después se

Tabla 1. NUmeros de acceso en GenBank® de los aislamientos de
Colletotrichum spp. identificados en el presente estudio

Especie Aislamiento Numeros de acceso en GenBank®
ITS GAPDH TUB2
C. asianum MnM1 KM233236 KM233220 KM233252
MnM2 KM233237 KM233221 KM233253
MnM3 KM233238 KM233222 KM233254
MnM4 KM233239 KM233223 KM233255
MnM5 KM233240 KM233224 KM233256
C. fructicola AM1 KM233229 KM233213 KM233245
AM2 KM233230 KM233214 KM233246
C. musae BM1 KM233231 KM233215 KM233247
BM2 KM233232 KM233216 KM233248
BM3 KM233233 KM233217 KM233249
BM4 KM233234 KM233218 KM233250
BM5 KM233235 KM233219 KM233251
C. tamarilloi TM1 KM233241 KM233225 KM233257
T™M2 KM233242 KM233226 KM233258
TM3 KM233243 KM233227 KM233259
T™M4 KM233244 KM233228 KM233260

Colletotrichum spp. causantes de antracnosis en frutales

omitid el primer 25 % de los arboles generados (burn-in) y
los arboles restantes de la muestra se usaron para estimar
un arbol de consenso con un limite de probabilidades
posteriores de 50 %.

Caracterizacion morfolégica

Para los estudios morfoldgicos, se depositaron 6 L de una
suspension de conidios (~ 1x10° conidios.mL™) sobre el
centro de una caja de Petri de 9,5 cm de didmetro con medio
de cultivo Difco PDA (39 g.L ) y antibidtico (tetraciclina:
50 mg.L1). Los cultivos se incubaron a 20+1 °C durante 12
horas de luz y 12 horas de oscuridad y a los 10 dias de
crecimiento se registro su apariencia y su didmetro (Than,
et al., 2008). Se empled un disefio completamente al azar,
con tres réplicas por aislamiento.

Para la produccion de conidios, los aislamientos se sem-
braron en medio de cultivo PDA (39 g.L?) tratado con
fragmentos de papel de filtro esterilizado en autoclave.

En la produccion de apresorios se empleo la técnica de cultivo
en portaobjetos (Cai, et al., 2009), para lo cual se tomaron
cortes del cultivo en medio PDA (39 g.L?) de 10 mm?y se
colocaron sobre un portaobjetos. Luego se depositaron 30
ML de una suspension conidial (1x10° conidios.uL™) sobre
los bordes del corte y se cubrid con placas cubreobjetos
(Johnston & Jones, 1997). Los cultivos se incubaron
durante 5 a 7 dias a temperatura ambiente (24 °C) y bajo
condiciones de gran humedad en cajas plasticas con tapa
(Chaky, et al., 2001).

Se registr6 la forma, la longitud y el ancho de cada
aislamiento de 30 conidios o apresorios. Las observaciones
y mediciones microscopicas se hicieron bajo un micros-
copio Leica (Type 020-519-503-LB30T) con un aumento de
1.000X. Las estructuras en cada placa se fotografiaron con
camara digital (Canon Powershot ELPH 500 HS) adaptada al
lente del microscopio y las imagenes se usaron para medir la
longitud y el ancho de los conidios y apresorios empleando
el programa ImageJ (Ferreira & Rasband, 2012).

Los promedios y la desviacion estandar de la media se esti-
maron para cada variable por especie con el programa SAS,
version 9.2 (SAS, 2008).

Resultados

Se obtuvieron 16 cultivos monoesporicos de Colletotrichum
spp., los cuales causaron sintomas tipicos de antracnosis
en los frutos inoculados del hospedante que habian
sido aislados. Tomando en cuenta los sintomas, se aislo
nuevamente el patégeno y sus caracteristicas morfol4-
gicas resultaron similares al originalmente inoculado, con
lo que se cumplieron los postulados de Koch.

Anadlisis filogenético

La informacion combinada de las secuencias parciales de
los genes GAPDH y TUB2 y de la region ITS completa del
ADNIr correspondiente a los aislamientos de Colletorichum
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spp. obtenidos en el presente estudio y a las especies
de referencia (obtenidas en el Genbank®), comprendi6
1.240 nucleotidos (incluidos los huecos). Los limites de
cada gen y los modelos de sustitucion de los nucleétidos
usados en el analisis filogenético fueron los siguientes:
ITS: 1-554 (HKY+G), GAPDH: 555-821 (K80+G), TUB2:
822-1240 (K80+G).

De acuerdo al analisis filogenético los aislamientos se
distribuyeron entre los complejos C. gloeosporioides s. lat.
y C. acutatum s. lat. (Figura 1). Los cinco aislamientos de
mango que se obtuvieron (MnM1, MnM2, MnM3, MnM4
y MnM5), se agruparon con las cepas de referencia de la
especie C. asianum; los cinco aislamientos de banano
(BM1, BM2, BM3, BM4 y BM5), se agruparon con las
cepas de referencia de la especie C. musae, en tanto que los
cuatro aislamientos de tomate de arbol (TM1, TM2, TM3,
TM4), se ubicaron en un subclado bien soportado (PP=1),
correspondiente a la especie C. tamarilloi.

Estudios morfoldgicos

Las caracteristicas morfoldgicas se detallaron para cada
especie en las anotaciones taxondmicas. Los promedios
para las variables mencionadas fueron similares a aquellos
descritos en la literatura cientifica (Prihastuti, et al., 2009;
Weir, et al., 2012; Damm, et al., 2012a; Lima, et al., 2013).

Anotaciones taxonémicas

Colletotrichum asianum Prihastuti, L. Cai & K.D. Hyde,
Fungal Diversity 39: 96. 2009.

Especimenes examinados: MNM1 y MnM2; fuente: frutos
de mango (M. indica) cv Tommy con sintomas de antracnosis,
obtenidos en plazas de mercado de Quinchia (Risaralda);
recolector: L. Gafian, mayo de 2013. MnM3, MnM4,
MnMB5; frutos de mango (M. indica) cv Tommy con sintomas
de antracnosis, obtenidos en plaza de mercado de Medellin
(Antioquia); recolector: L. Afanador-Kafuri, junio de 2013.

Descripcion: colonias sobre medio PDA, redondas a irregula-
res, de borde entero a semiondulado, ralas a elevadas, de 62 a
75 mm de diametro (X=68,7 +4,2) en 10 dias a 20 °C. Micelio
aéreo denso, algodonoso, de color blanco a blanco grisaceo
y gris. Setas raramente observadas. Conidios de 13,3-20,1
X 3,1-6,5 um (X=16,4+1,4 X 4,2+0,5), unicelulares, rectos,
cilindricos con extremos oblongos a ligeramente redondeados.
Apresorios de 6,3-15,0 X 3,0-8,4 um (X=12,6+2,0 X 5,9+1,5),
simples, globosos a fusoides y algunas veces irregulares
con uno a tres lébulos amplios y poco profundos.

Notas: de acuerdo con Weir, et al. (2012), esta especie
frecuentemente se aisla de mango (M. indica). La especie C.
asianum fue descrita por primera vez en Tailandia en frutos
de café (Coffea arabica) (Prihastuti, et al., 2009), y se ha
reportado en otros paises como Australia, Japdn, Filipinas,
India, Tailandia, Sri Lanka, Brasil, Colombiay Panama (Weir,
et al., 2012; Lima, et al., 2013; Krishnapillai & Wilson-
Wijeratnam, 2014). Sin embargo, aunque el patégeno se ha
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reportado asociado con M. indica en Colombia (Weir, et al.,
2012), en el presente estudio se comprobo la patogenicidad
de la especie en frutos del mismo hospedante. Los sintomas
en los frutos inoculados se presentaron inicialmente como
una decoloracion del tejido y posteriormente con necrosis, la
cual fue alargandose en el area con el tiempo y presentando
sintomas tipicos como los observados en el campo, es decir,
lesiones ovales de color café oscuro a negro en la superficie
del fruto que se extienden hasta coalescer con otras lesiones
y cubrir la totalidad del fruto (Arauz, 2000). Ademas,
el interior de los frutos inoculados se vio afectado hasta
su pudricion. El patégeno se aisl6 de nuevo a partir de
los frutos afectados y la morfologia fue similar a la del
aislamiento originalmente inoculado, cumpliendo asi con
los postulados de Koch.

Colletotrichum fructicola Prihastuti, L. Cai & K.D. Hyde,
Fungal Diversity 39:158. 20009.

Especimenes examinados: AM1, AM2; fuente: frutos
de aguacate (P. americana) con sintomas de antracnosis,
obtenidos en plaza de mercado de Medellin (Antioquia);
recolector: L. Afanador-Kafuri, junio de 2013.

Descripcién: colonias en medio PDA, redondas, de borde
entero, elevadas, de 78 a 90 mm de diametro (X=84 +6)
después de 10 dias a 20 °C. Micelio algodonoso de color
blanco a verde olivaceo. Setas, no se observaron (Figura
2A). Conidios de 10,3-20,0 X 2,0-4,8 pm (X=13,6+1,7 X
3,7+0,5), unicelulares, rectos, cilindricos, con extremos
redondos a oblongos (Figura 2B). Apresorios de 8,6-16,8
X 4,7-7,0 um (X=12,0£3,1 X 5,8+0,7), simples (fusoides) o
irregulares con uno a tres lIébulos amplios y poco profundos
a profundos (Figura 2C).

Notas: la especie C. fructicola fue descrita por primera vez
en Tailandia (Prihastuti et al., 2009), y se ha reportado en
otros paises de Asia, Africa, Europa y América en diversos
hospedantes vegetales (Weir, et al., 2012; Phoulivong, et
al., 2012; Sharma & Shenoy, 2013; Jiang, et al., 2014).
En Colombia, C. fructicola se ha reportado como causante
de antracnosis en tallos de mora (Rubus glaucus B.) del
ecotipo Castilla (Afanador-Kafuri, et al., 2014). Al igual
que en el presente estudio, en Australia el patdgeno se aisld
a partir de frutos de aguacate con sintomas de pudricion
(Weir, et al., 2012). Sin embargo, este es el primer reporte
que lo confirma como patégeno en aguacates cv. Hass en
Colombia, en los cuales causo sintomas de pudricion y una
excesiva esporulacion sobre las areas afectadas (Figura 2D).

Colletotrichum musae (Berk. & M.A. Curtis) Arx, Verh.
Kon. Ned. Akad. Wetensch., Afd. Natuurk., Sect. 2 51(3):
107. 1957.

Especimenes examinados: BM1, BM2, BM3, BM4,
BMS5; fuente: frutos de banano (Musa AAA) con sintomas
de pudricién, obtenidos en plaza de mercado de Quinchia
(Risaralda) y Palmira (Valle del Cauca); recolector: L.
Gafian, mayo de 2013.
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Figura 1. Arbol filogenético de consenso basado en inferencia bayesiana que ilustra la relacion de los aislamientos de Colletotrichum
asociados con la antracnosis en frutos de mango, banano, tomate de arbol y aguacate dentro de los complejos de especies C. gloeosporioides
y C. acutatum en Colombia. El arbol se generé mediante secuencias combinadas de la region ITS, y de los genes GAPDH y TUB2, cada uno
con un modelo separado de evolucion de ADN. C. lindemuthianum (CBS 144.31) se usé como grupo externo. Los nimeros en los nodos
corresponden a las probabilidades posteriores.
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Descripcion: colonias en medio PDA, redondas a irregulares,
de borde entero a semiondulado, elevadas, de 68 a 90 mm de
diametro (X=82,7 £9,1) después de 10 dias a 20 °C. Micelio
aéreo esparcido, semialgodonoso a ralo y de color blanco
a crema y café olivaceo. Conidios de 10,8-18,5 X 3-5,9
um (X=13,0+£1,4 X 4,1+0,5), unicelulares, rectos, elipticos
o cilindricos, con extremos redondos a oblongos, algunas

Figura 2. Colletotrichum fructicola: A. Colonia después de 10
dias de crecimiento en medio PDA a 20 °C (aislamiento AM1); B.
Conidios; C. Apresorios; D. Sintomas y esporulacion en un fruto
de aguacate cv. Hass inoculado artificialmente con suspension de
esporas del aislamiento AM1

Descripcion: colonias en medio PDA, redondas, de borde entero,
elevadas, de 78 a 90 mm de didmetro (X=84 +6) después de 10
dias a 20 °C. Micelio algodonoso de color blanco a verde olivaceo.
Setas, no se observaron (Figura 2A). Conidios de 10,3-20,0 X 2,0-
4,8 um (X=13,6+1,7 X 3,7+0,5), unicelulares, rectos, cilindricos,
con extremos redondos a oblongos (Figura 2B). Apresorios de
8,6-16,8 X 4,7-7,0 um (X=12,0+3,1 X 5,8+0,7), simples (fusoides)
o irregulares con uno a tres l6bulos amplios y poco profundos a
profundos (Figura 2C).

Notas: la especie C. fructicola fue descrita por primera vez en
Tailandia (Prihastuti et al., 2009), y se ha reportado en otros
paises de Asia, Africa, Europa y América en diversos hospedantes
vegetales (Weir, et al., 2012; Phoulivong, et al., 2012; Sharma
& Shenoy, 2013; Jiang, et al., 2014). En Colombia, C. fructicola
se ha reportado como causante de antracnosis en tallos de mora
(Rubus glaucus B.) del ecotipo Castilla (Afanador-Kafuri, et al.,
2014). Al igual que en el presente estudio, en Australia el patégeno
se aislo a partir de frutos de aguacate con sintomas de pudricion
(Weir, et al., 2012). Sin embargo, este es el primer reporte que lo
confirma como patdgeno en aguacates cv. Hass en Colombia, en
los cuales caus6 sintomas de pudricion y una excesiva esporulacion
sobre las areas afectadas (Figura 2D).
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veces con ligera disminucion hacia la base. Apresorios de
8,0-23,8 X 3,7-11,7 um (X=12,7+3,7 X 6,1£1,7), simples
(fusoides) a irregulares, con l6bulos amplios y profundos.

Notas: C. musae es la principal especie asociada con la
antracnosis o pudricion de frutos de banano (Musa spp.).
Al igual que en los estudios de Weir, et al. (2012) y Su,
et al. (2011), en este estudio no se observo la presencia de
un estado perfecto o Glomerella, conocido como G. musae
(Rodriguez & Owen, 1992; Krauss, et al., 2001), el cual
nunca se ha publicado de forma valida. El presente reporte se
correspondi6 validamente con el primero segun los estudios
morfologicos, de patogenicidad y genéticos, confirmando a
C. musae como agente causante de la antracnosis del banano
en Colombia. Los sintomas se observaron dos dias después
de la inoculacion de los frutos de banano con conidios
de C.musae como lesiones café oscuras a negras que se
fueron ampliando con el tiempo, causando depresion del
tejido afectado; posteriormente se observo la presencia de
acérvulos alrededor de las depresiones en la superficie.

Colletotrichum tamarilloi Damm, P.F. Cannon & Crous,
Studies in Micology. 73:105. 2012.

Especimenes examinados: TM1, TM2, TM3 y TM4;
fuente: frutos de tomate de arbol (S. betaceum) con sintomas
de antracnosis, obtenidos en plaza de mercado de Quinchia
(Risaralda); recolector: L. Gafian, 2013.

Descripcién: colonias en medio PDA, irregulares, de borde
semiondulado, elevadas, de 47 a 60 mm de didmetro (X=55,7
+4,7) después de 10 dias a 20 °C. Micelio algodonoso de
color blanco a blanco grisaceo o café olivaceo. Setas, no se
observaron. Conidios de 9,7-16,9 X 2,2-6,1 um (X=13,2+1,4
X 3,6+0,6), unicelulares, rectos, cilindricos a fusiformes,
con uno o ambos extremos agudos. Apresorios de 5,9-12,3
X 3,4-6,1 um (X=8,2+2,0 X 4,6+0,7), simples (globosos a
elipticos y fusoides), algunas veces irregulares, con uno a
dos I6bulos poco profundos.

Notas: el nombre de la especie fue asignado por Damm,
et al. (2012a) en referencia al nombre del hospedante
(tamarillo, S. betaceum) del cual fue aislada, pero sin estudios
de patogenicidad. En el presente estudio se encontrd que
los aislamientos obtenidos de frutos de tomate de arbol con
sintomas de antracnosis causaron la enfermedad en nuevas
inoculaciones en frutos del mismo hospedante. A partir de
las nuevas inoculaciones se logré un nuevo aislamiento
de individuos con caracteristicas morfoldgicas similares al
originalmente inoculado, cumpliendo asi con los postulados
de Koch para esta asociacién. Esta especie se ha reportado
Unicamente en Colombia (Damm, et al., 2012a), aunque
hasta la fecha se han reportado en la base de datos del
GenBank® secuencias con los nimeros de acceso KJ633118
y KJ633119 del gen GAPDH, provenientes de aislamientos
asociados con antracnosis en gil6 (Solanum gilo) del Brasil,
los cuales se identificaron como C. tamarilloi (NCBI, 2014).
Ademas, el primer autor del presente articulo identificd
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como C. tamarilloi el aislamiento LMO06 de la coleccion
del Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT)
recolectado en el 2007 en Rionegro (Antioquia) a partir
de frutos de lulo (Solanum quitoense) con sintomas de
antracnosis. La patogenicidad del aislamiento se evalu6 en
estudios previos en el laboratorio de patologia de la yuca
del CIAT, y se lo consider6 como muy patogenico en frutos
de lulo de la variedad Castilla empleando el método de
inoculacion por herida y disco de agar con micelio (informe
del laboratorio de patologia de la yuca, sin publicar). Se ha
reportado la asociacion de C. gloeosporioides s. lat. con la
antracnosis en S. betaceum (Calderon, et al., 2012), sin
embargo, en el presente estudio no se obtuvieron aislamien-
tos de este complejo que afectaran el tomate de arbol.
Discusion

El analisis filogenético multilocus empleado en el presente
estudio es actualmente el enfoque usado para la identifica-
cidn y descripcion de las especies del género Colletotrichum
(Damm, et al., 2012a, 2012b; Weir, et al., 2012; Cannon,
et al., 2012; Lima, et al., 2013; Udayanga, et al., 2013;
Huang, et al., 2013; Liu, et al., 2013). La preferencia
de este andlisis se debi6 a que no se alcanz6 resolucion
taxondémica con base en las caracteristicas morfolégicas y el
uso de genes o regiones poco informativas a nivel individual
(por ejemplo, la region ITS del ADNr) (Crouch, et al.,
2009), especialmente en el caso de muchas de las especies y
clados de los complejos C. acutatum y C. gloeosporioides.
Por ejemplo, las secuencias de la region ITS del ADNr no
pueden diferenciar aislamientos de la especie C. tropicale de
aislamientos de la especie C. siamense, como tampoco entre
las especies C. fructicola y Colletotrichum aeschynomenes
(Weir, et al., 2012). Por lo tanto, un sistema de identificacion
eficaz debe contemplar el uso de la region ITS, asi como
de genes alternativos conservados pero variables (Cannon,
et al., 2012; Damm, et al., 2012a, 2012b). Por ejemplo, en
el complejo acutatum los dos genes de identificacion mas
importantes son el TUB2 y el GAPDH (Damm, et al., 2012a).
En el presente estudio este enfoque permitio la delimitacion
confiable a nivel de complejos de especies, asi como de
clados y de especies, de los aislamientos de Colletotrichum
obtenidos. De acuerdo con el andlisis, se identificaron las
especies C. asianum, C. tamarilloi, C. musae y C. fructicola,
las cuales se obtuvieron de frutos de mango, tomate de arbol,
banano y aguacate, respectivamente, con sintomas tipicos de
antracnosis, determindndose su asociacion como causante
de la enfermedad en las pruebas de patogenicidad.

En cuanto a la relacion de especificidad con el hospedante,
solo C. musae tiene una relacion especifica con especies
vegetales del género Musa, asi como una amplia dispersion
geografica (Su, et al., 2011; Weir, et al., 2012). De igual
manera, C. tamarilloi se ha reportado Unicamente en hos-
pedantes del género Solanum (Damm, et al., 2012a; NCBI,
2014; informe del laboratorio de patologia de la yuca del
CIAT, sin publicar).

Colletotrichum spp. causantes de antracnosis en frutales

C. fructicola ha sido reportada por Afanador-Kafuri,
et al. (2014) como causante de antracnosis en mora del
ecotipo Castilla, y en el presente estudio se la reporta como
causante de antracnosis en frutos de aguacate cv. Hass, lo
que indica que en campo podria presentarse la infeccion
cruzada, puesto que los dos cultivos pueden estar sembrados
en zonas cercanas.

La identificacion de las especies de Colletotrichum en el
presente trabajo aporta al conocimiento de la etiologia de
la antracnosis en frutas tropicales de Colombia, lo cual
es importante para el desarrollo y el mejoramiento de las
técnicas de diagndstico de las especies de interés y un
elemento clave en la seleccion de practicas de manejo
integral de la enfermedad.
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Abstract

The Caribbean coral community structure is changing, particularly species dominance. The Acropora die-off, at
many southern and western Caribbean reefs, has allowed the branching scleractinian coral Undaria tenuifolia Dana
to become one of the dominant species in these shallow reefs. In this study, colonies of U. tenuifolia were followed
for a year using digital imagery. We developed a size class model that allowed us to estimate population fluctuation
and growth strategies (colony growth rates and clonal processes). Growth rates varied with colony size; mid-sized
colonies doubled their size in a year, while larger colonies often undergo fission. The clonal strategies, i.e., fusion
and fission, allow U. tenuifolia to compensate for the low survival rates of early larval post-settlement thus being able
to become a dominant coral species in the current reef scenario. The size matrix model formulated on the basis of a
relative colony growth rate offered a practical approach for a short-term observation situation, generating a “time-
invariant” transition model. Mortality patterns were not correlated to size classes and were variable by location and
time. Overall, population abundance was stable over the monitored period of time. The high survivorship of U.
tenuifolia after clonal fragmentation, as well as its high growth rate, suggests that this is a potential species to be
cultured, which could be a solution given that this species has become the most common coral being extracted and
sold as a souvenir in Cartagena, Colombia.

Key words: Agaricia, Undaria tenuifolia, clonal, community structure shifts, colonial growth, Caribbean Sea, coral
reefs, coral extraction.

Estrategias de crecimiento de un abundante coral formador de arrecifes en el Caribe sur (Undaria tenuifolia)
Resumen

La estructura de las comunidades coralinas del mar Caribe estd cambiando, sobre todo en cuanto a especies
dominantes. Particularmente la mortandad de Acropora, en muchos arrecifes del sur y oeste del Caribe, ha
permitido que el coral escleractinio Undaria tenuifolia Dana se convierta en una de las especies dominantes
en los arrecifes someros. En este estudio, se le hizo seguimiento a colonias de U. tenuifolia, durante un afio
mediante el uso de imagenes digitales. Se desarrollé6 un modelo de clases de tamafio que permite estimar la
fluctuacion poblacional y determinar la estrategia de crecimiento. El modelo de clases de tamafio calcula las
tasas de crecimiento de las colonias asi como los procesos clonales. La clase de tamafio de la colonia afecta
la estrategia de crecimiento de esta, donde colonias medianas pueden duplicar su tamafio en un afio mientras
las colonias mas grandes generalmente se dividen. Las estrategias clonales, e.g., fision y fusion, observadas
durante el periodo de estudio, le permiten a U. tenuifolia sobreponerse a las bajas tasas de sobrevivencia del
asentamiento post-larval, ademas de convertirla en una especie de coral dominante. La matriz del modelo de
tamafios formulado a partir del crecimiento relativo de la colonia ofrece un enfoque practico para observaciones
a corto plazo, generando a su vez un modelo de transicién “invariante en el tiempo”. Los patrones de mortalidad
no se correlacionaron con clases de tamafio y fueron variables segun el lugar y el tiempo. La abundancia total de
la poblacion se mantuvo estable durante el periodo de seguimiento. La alta sobrevivencia de esta especie luego
de fragmentacion clonal, asi como su alta tasa de crecimiento, sugieren que se trata de un coral con potencial
de ser cultivado, lo que surge como una solucidn frente a la extraccion y comercializacion de esta especie como
suvenir en Cartagena, Colombia.

Palabras clave: Agaricia, Undaria tenuifolia, clonal, estructura comunitaria, crecimiento colonial, mar Caribe,
arrecifes coralinos, extraccion coralina.
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Introduction

In the last decades, Caribbean coral reefs have declined
severely, producing shifts in the coral community structure,
which have not been completely understood (Aronson et
al., 2002a, 2000; Hughes et al., 2003). Natural catastrophes
and human activities have a dramatic impact in the coral
reef community (Glynn, 1984), which affect dominant
species, as observed during the mass bleaching event of
Belize in 1997-98 and the Caribbean-wide events of 2005
and 2010 (Aronson & Precht, 2000; Aronson et al., 2000;
Eakin et al., 2010; Guest et al., 2012; Wilkinson & Souter,
2008). In order to conserve and protect coral reefs, it is of
great importance to identify the ecology and evolution of
dominant main framework architects of coral reefs. In the
Colombian Caribbean (Cartagena area), Undaria tenuifolia
Dana (previously assigned to Agaricia), also known as
lettuce coral (Figure 1), is today the dominant coral species
in shallow semi-exposed reefs (Camargo et al., 2009; Diaz-
Pulido et al., 2004; L6pez-Angarita et al., 2014; Restrepo et
al., 2006; Sanchez, 1995). This dominance seems to extend
at least from historical times, as whole coral reefs uplifted
by tectonic activity between 500 AD and 1500 AD exhibit
U. tenuifolia-dominated reefs (e.g., Isla Tesoro, Cartagena:
Sanchez, 1995; Vernette et al., 1992). There is a recent
dominance shift observed during the mid-1990s in Belize,
where U. tenuifolia presented lagoonal reef dominance
levels as high as 85% after the massive mortality of the
staghorn coral, Acropora cervicornis, from white band
disease (Aronson et al., 2002b; Aronson & Precht, 1997,
2000; Aronson et al., 1998, 2002c; Sebens et al., 2003).
A pattern that has been also observed in some Colombian
reefs after the 1983-84 Acropora die-off (Cendales et
al., 2002). This sudden dominance of U. tenuifolia was
ascribed to its “weedy” behavior due to clonal strategies
and fast growth rates (Aronson et al., 2002b; Bellwood et
al., 2004; Jackson, 2001).

Clonal processes are common in many reef-building corals.
The two most known clonal processes are fission and
fusion. Briefly, fission is caused by partial loss of tissue
(partial mortality) and by fragmentation (which is a form
of asexual reproduction), whereas fusion is the aggregation
of ramets, likely from the same original genet, forming
structures that are called “rugs”. In general, clonal rocesses
are found in organisms such as foliaceous and branching
corals, bryozoans and plants (Aronson & Precht, 1995;
Clark-Tapia et al., 2005; Highsmith, 1982; Hughes, 1984;
Hughes & Jackson, 1985). In the case of U. tenuifolia, a
foliaceous coral, clonal processes are regularly observed in
the population (Hughes & Jackson, 1980). Largely, cloning
grants corals a suite of special demographic and survival
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characteristics, including the capability for fast colonization
produced by an overall net growth. Net growth is defined as
the balance between the addition and loss of coral polyps or
modules (Highsmith, 1982; Hughes & Jackson, 1985). Clonal
processes introduce a trade-off between genotype expansion
and genetic diversity reduction (Foster et al., 2013; Vollmer
& Palumbi, 2006). Indeed, genetic uniformity could make
coral populations more susceptible to physiological stress
by lowering their ability to adapt to environmental changes
(Hughes et al., 2003; Lasker & Coffroth, 1999; Soong, 1991,
Soong & Lang, 1992).

Studies describing growth and population dynamics of
corals have uncovered dynamic patterns characteristic for
each species, including a variety of recruitment, growth and
mortality rates (Hughes & Jackson, 1985; Lasker, 1990,
1991; Riegl et al., 2009; Tanner, 1997; Yoshioka, 1994).
Previous studies have found that most coral populations
remained stable through the period of time they were
tracked (Brazeau & Lasker, 1992; Chadwick-Furman et al.,
2000; Hughes & Jackson, 1985; Langmead & Sheppard,
2004). In fact, pioneer studies of a congener species, U.
agaricites, showed dynamic and variable clonal processes at
the colonial level, but the structure of the overall population
seemed to remain stable after a few years (Hughes, 1984).

In some localities of the Southern Caribbean, such as
Cartagena, Colombia, U. tenuifolia is currently extracted
and sold by locals as a souvenir (personal observation,
2005-2015). This extraction needs an evaluation from
the conservation point of view in order to establish if the
extraction could threaten the species’ sustainability. A study
of the growth rates of the species is also needed to estimate
the impact of this activity. The aim of the present study is to
examine the species growth strategies, i.e., growth rates and
clonal processes, of an U. tenuifolia population over a year
and a half at two local reefs near Cartagena. Also, it aims to
understand the continued local success of this species, and
its current success in areas where branching acroporids have
almost disappeared.

Methods
Study sites

Two locations with a high abundance of U. tenuifolia were
haphazardly chosen and permanently marked with concrete
blocks poled with polyvinyl chloride (PVC) tubes, in
order to study its growth strategies and demography. The
two nearby sites are called by local divers as Palo (10° 16’
44,37 N 75° 35" 50.7"" W) and Playita (10° 15" 47.7"" N,
75° 35" 50.1”°W), off Bar0 island, Cartagena, Colombia.
The two locations showed dense cover of U. tenuifolia
between 3 to 18 m, combined with other common Caribbean
coral species, such as Orbicella spp., Millepora alcicornis,
Porites astreoides, Mycethophyllia spp. and brain corals
(Diploria and Pseudodiploria), among others. Palo is clearly
a more diverse type of coral reef with higher water motion
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Figure 1. Images of Undaria tenuifolia Dana at Playita, 10 m deep, Baru island. A. Detail of a colony. B. A 1 m? quadrat for estimating U.
tenuifolia coral cover (note the species abundance). C. A tagged colony photographed within a 25x25 frame for growth measurements and
monitoring, showing (left to right) the raw image, the polygon (red) of its area and the blade edges numbered.

and coarser sediments whereas Playita is a calmer area with
notable fine sedimentation due to its proximity with a coastal
estuary (Ciénaga de los Vasquez).

Size distribution and abundance

Two perpendicular (cross-like) 30 m belt transects were
located at the two sites (total area studied for each location:
116 m?). Each transect was photographed every 6 months
starting in April 2006 and finishing in April 2007. A 1 m?
guadrant was used as grid for guiding the photographs
(Figure 1B). A colony was defined as any area of coral tissue
growing independently and physically separated from its
neighbors. All colonies were first assigned in 2006 to one
of four size classes (I: x < 47.35 cm?; 1l: 47.35 cm? < X <
109 cm?; 111:109cm? < x < 224 cm? and 1V; X > 224 cm?).
The population was divided in this way in order to include
the range of colony sizes found at the two locations, while
maintaining an appropriate sample size for each size class.
Dividing up the population into natural cohorts would have
increase the number of size classes, due to the larger amount
of small colonies, but would have increase the error around
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the transition probabilities. Coral percent cover (projected
area) was measured with ImageJ Software (NIH) from each 1
m? quadrant photographed. Cover data was log-transformed
in order to reduce non-normality and heteroscedasticity,
then tested for normal distribution (single Kolmogorov-
Smirnov test) and compared with general linear models
(ANOVA) to test one dependent variable against one or
more independent factors (SPSS).

Colony growth

In order to determine clonal processes, a total of 80 colonies
(roughly half in each site) along a 50 m belt transect, different
from the 30 m cross belt transect, was haphazardly chosen
at each location. The colonies were marked with aluminum
tags for numerical individual recognition. The colonies were
monitored the following dates: April 2006, October 2006 and
April 2007. Photographs were taken using a 25x25 cm quad-
rant as reference grid (Figure 1C). From each photographed
colony, the net change in projected area, as well as fission,
partial dead area, bleached area, and fusion were noted and
measured with ImagelJ after distortion correction using the
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frame and free-transformation in Adobe Photoshop (Lasker
et al., 2003). Per-colony percent growth was calculated as the
change between final and initial area (after a year) divided
by the initial area. Partial mortality was defined as the per-
colony area of bleached and/or algae colonized coral tissue
spotted at every monitored interval during the study period.
The results were analyzed also using general linear models
(ANOVA). We analyzed if the size class, sampling time
or location affected mortality. Fusion was recorded as the
union of two separate colonies that grew adjacent and came
into contact, joining their tissues and skeletons. Fission was
noted when a single colony turned into two or more smaller
colonies. All measurements were done in cm2.

In addition to the data collected from the photographs, two
in situ measurements of growth were taken in a subset of
colonies outside the belt transects: (1) buoyant weight
performed on April 2006, October 2006 and April 2007
at each location and (2) an Alizarin-red S vital staining of
colonies performed only in April 2007 in one location. The
in situ buoyant weight was performed on n=25 colonies
following the technique described by (Bablet, 1985) and
(Davies, 1989), which allows the accurate measurement
of weight change, without killing the colonies, permitting
repeated measurements of growth. The calculations were
taken following the equation given by Bablet (1985):

P '(Water)) D(waler)
W =[5

Were, W/, Real weight of the Calcium carbonate skeleton
of the colony (9), P’ .- Apparent weight of the colony
inside the water (9); D, Seawater density at the moment
of the experiment (g cm™) and D" ,,4oniey- Aragonite density
= 2.39 g cm?®. Percentage growth was calculated as the
change between final and initial weight divided by the initial
weight. Alizarin red S staining was applied to 10 randomly
selected colonies from each of size classes | and Il in
Playita, in April 2007 as a supporting data for the growth
rates found in the photographic censuses. Alizarin red S is
a vital dye commonly used in corals, allowing colony size
recognition at the time of staining, due to its incorporation
into the coral skeleton (Hughes & Jackson, 1985; Lamberts,
1978). With only purpose to have a short-term measure of
growth in U. tenuifolia, the colonies were incubated for
1d in individual plastic bags with an alizarin solution (20
mg I1). Colonies were collected 47 days after staining and
the growth was measured as the distance between the stain
and the new colony boundary without involving any cutting
of the colonies because the stain line was visible from the
surface. A total of ten measurements per colony were taken
from haphazardly chosen areas of the terminal edge (n=5)
and inner edges (n=5).

’
D (aragonite)

Size-class matrix model

A size matrix model was constructed following Hughes
(1984) for clonal coral species. In general, the model projects

(Growth strategies in the coral Undaria tenuifolia)

a coral population structure at time t +1 from the measured
size structure at time t. The general model was defined as:

X(t+1)=Tex ()

Where: y (t) is a column vector describing the population size
structure at time t. T is the transition matrix of probabilities
within the size classes, taking into account the probability
of the colonies: (1) remaining in the same size class, (2)
growing to next size classes or (3) shrinking to smaller
size classes (Caswell, 2001; Dullo, 2005; Fong & Glynn,
2000; Hughes, 1984). The transition probabilities were
obtained from the tagged colonies, which were individually
followed through photographic censuses during the study
period. It is important to mention that this transition model
could project, but not accurately predict, the future of the
population due to the assumption that the size structure and
transition matrix values remain constant, which is unlikely
to happen (Caswell, 2001; Dullo, 2005; Lefkovitch, 1965).
The transition probabilities were obtained from the colonies
tagged and individually followed photographic censuses
during the study period. It is important to mention that this
transition model could project, but not accurately predict
the future of the populations due to the assumption that
the variables remain constant, which is unlikely to happen.
In order to look at the overall growth of the population
monitored (n= 50), a population diagram was developed.
The diagram takes into account all the colonies as initial
population and does not treat the size classes’ probabilities
independently. The final number of tagged colonies tagged
included in the model changed from 80 to 50 colonies
due to algae colonization over the tags, hindering colony
identification and monitoring.

Results
Demography and abundance

The two sites chosen were highly diverse, presenting areas
with a high dominance of U. tenuifolia, to areas with more
species present. Coral percent cover of U. tenuifolia differed
significantly between the two locations (ANOVA, F=137;
P< 0.001). Playita had higher U. tenuifolia cover with an
average per 1 m? photo quadrat of 27.4 + 3.5 % (mean *
SD) (Figure 2, grey boxes) compared to Palo, which had
an average cover of 3.6 £ 0.6 % (mean £ SD) (Figure 2).
In general, U. tenuifolia cover was significantly different
among size classes, the largest size class having the greatest
cover. But differences in coral cover between size classes
depended on the location (significant location by size class
interaction), with 1V size class having the greatest cover at
Palo whereas Il was the size class with the greatest cover at
Playita (ANOVA, Table 1).

Palo reef exhibited a decrease in the number of colonies for
all size-classes from 364 colonies in April 2006 down to
194 colonies in October 2006. From October 2006 to April
2007 it remained relatively stable for all size classes, the
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Figure 2. Percent cover of Undaria tenuifolia from the three times monitored, starting April 2006 and finishing April 2007 in the two

locations monitored in the Southern Caribbean.

Table 1. Results from the ANOVA test for: coral cover (1 m?) of
Undaria tenuifolia as the dependent variable against size classes, reef
(Playita vs. Palo), and time interval; n=116 photo quadrants measured
in each of two locations at three sampling times (April 2006,
October 206, April 2007) (*denotes significant values at P<0.05).

Source of Variation F P value
Size 50.730 0.003*
Reef 0.679 0.463
Time 0.179 0.843
Size * Reef 47.453 <0.001*
Size * Time Interval 3.475 0.078
Reef * Time Interval 4.628 0.054
Size * Reef * Time Interval 0.797 0.572

total number of colonies increasing slightly to 210 (Figure
3A), which could imply a balance between death rate and
new colonies added from clonal processes. Playita reef,
on the other hand, presented a variable number of colonies
throughout the year; the amount of colonies in size classes
Il and 111 decreased from April 2006 to October 2006 and
the number of colonies for every size-class increased from
October 2006 to April 2007 (Figure 3B). Since the total
amount of colonies changed from 548 in April 2006 to 930
colonies in April 2007 this suggests that the colony death
rate was lower than the addition of new colonies.

Colony tissue mortality, fusion and fission

Almost all tagged colonies exhibited clonal processes.
Partial mortality per-colony was not significantly dependent
on size class or sampling time but significantly differed
between the two reefs (ANOVA, P<0.01). In general, the
amount of colonies without injury was 51.8 % regardless of
size. Partial or entire tissue mortality occurred in 48.2 % of
the colonies with a mean per-colony tissue loss of 34.6 % +
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30.1 (mean + SD). Whole colony mortality was at least 4 %
in both locations. Interestingly, the dead colonies found
belonged to the IV size class. Thirty colonies were lost or
not found. Interestingly, the colonies found dead belonged
to the 1V size class. Few colonies presented fusion. Only
two colonies out of the final 50 presented fusion with a
neighboring colony and both cases transferred them to the
next larger size class (from size class | to 1l and from size
class 111 to IV). Fission was a common process, particularly
between October 2006 and April 2007. Fourteen colonies
out of the 50 exhibited fission, and almost all of these
belonged to the 1V size class, except one colony from the
Il size class. Colony size class transitions coming from
fission were observed as follows: five colonies shifted from
size class 1V to size class I11; four colonies moved from size
class 1V to size class I, two colonies passed from size class
IV to size class I; two colonies from size class IV and one
from size class III presented fission, but it did not represent
a size class transition.

Colony Growth

There were no significant differences in per-colony percent
growth between the two time intervals or between locations
(ANOVA, P>0.05). Thus, measurements from both intervals
were used to calculate colony growth. Percent growth was
then compared among size classes by locations. Colonies
from size classes | and Il grew to double their initial area
(Figure 4). Colonies from size class IV commonly presented
loss of tissue, oftentimes due to fission events. Fission was
mostly observed in the largest size colonies monitored,
which on average loss tissue (Figure 4).

The relative semi-annual growth percentage obtained from
the buoyant weight change of tagged colonies showed no
statistical correlation with the initial colony weight (Linear
regression, n = 26, r’=0.02, F= 0.481; P= 0.494). The mean
semi-annual percent growth was 4.33 + 32 % (mean £ SD).
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Figure 3. Number of colonies per size class of Undaria tenuifolia,
throughout the study period (April 2006 to April 2007). Empty
boxes. Colonies at Palo. Grey boxes. Colonies at Playita.
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Figure 4. Net colonial growth of colonies from Undaria tenuifolia
determined by the photographic census for the different size
classes and locations. (*) Extreme values due to fusion processes.
() Atypical value.
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Weight classes were not considered due to the small number
of colonies (n= 25). The Alizarin red S staining, though
applied to a reduced number of colonies (n=10) during 47
days, corroborated a rapid growth in U. tenuifolia colonies.
Per-colony monthly growth percentage presented a mean of
10 % with a minimum of 0.32 % and a maximum of 39 %
of the original size. Additionally, daily growth rates in the
edges had a mean of 0.046 £ 0.01 mm d* (mean + SD) for
the terminal edges of the colonies and a 0.027 + 0.01 mm d*
(mean = SD) for the inner edges.

Size transition matrix

Throughout the study period, size classes | and 111 presented
similar probabilities of either remaining in the same size
class or growing into the next-large size class (Figure 5).
Size class Il showed a high probability of growing into larger
size classes (Figure 5). In contrast, the largest size class had
a higher probability of moving backward to smaller size
classes than remaining in the same size class; it was the only
size class where total colony mortality occurred (Figure 5).

The size frequency distribution predicted from the model
was similar to the size frequency distribution observed in
the field (G-test, G= 6.1983, df= 3, P= 0.10). In order to
project a future population of U. tenuifolia in the locations
monitored, the transition matrix was tested with the cover
data obtained (data not shown). Briefly, the cover data was
used as the column vector describing the population size
structure at time t with the same transition matrix. When
the cover data was combined with the transition matrix,
significant differences in the size distribution observed
were found at each location (Palo, n= 364; G-test, G=
18.937, df= 3, P< 0.01; Playita, n= 548; G-test, G= 79.53,
df=3, P<0.001).

Discussion

Clonal processes, particularly fission, comprised an impor-
tant component in U. tenuifolia growth strategy. In the two
reefs studied at a Southern Caribbean coral reef (Cartagena,
Colombia), a large amount of colonies from small size
classes were continuously produced mostly from fission and
notable at Playita. Fission, as seen in the transition matrix,
seems to give this coral an advantage to become a dominant
species. Fission in U. tenuifolia could be produced in 2
ways: (1) colony division due to a physiological mechanism
where separate (but still attached) ramets are generated
without jeopardizing the original ramet, improving the
genet longevity and, (2) mechanical fragmentation, where
loose fragments reattach and regrow. These two processes
could be highly correlated with environmental factors (e.g.,
high tides, storm waves, high surface sea temperature),
competition with algae, sponges and other coral species
(Aronson et al., 2002b; Aronson et al., 2014), which
normally occur in reefs. The fast colonial growth, together
with fission appear to yield a dynamic growth strategy
that allows U. tenuifolia to avoid the high susceptibility to

353



Céceres SM, Sénchez JA

0.11(0

.,

Recruitment |

Rev. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat. 39(152):348-357, julio-septiembre de 2015

Y 0.07 (0.05)

_ 0.16(0.04) _ -

Figure 5. Diagram of the transition matrix for Undaria tenuifolia taking into account the clonal process observed in tagged colonies (n=50).
The numbers represent the transition probabilities for each size class. The numbers in parenthesis are the percentage of the entire
population shifts observed between April 2006 and April 2007. The type of line means different events. (-----)P~to shrink to a smaller
size class. (-- - --) P™to stay in the same size class. (---) P to pass to the next size class. (- - -) P"to pass to a larger size class (fusion).
(- - -) P* of Recruitment and Death. Death defined as total mortality. There are not probabilities for death in size classes I, II and III
because it was not observed; however, it was expected due to the lost of many colonies during the period studied.

competition that is often associated with early coral post-
settlement (Connolly & Muko, 2003; Hagedorn et al.,
2006; Highsmith, 1982). Fission is a common life history
characteristic present in many hard corals (Curacao: Bak
& Luckhurst, 1980, Jamaica: Hughes & Jackson, 1985). In
turn, this high proportion of small size colonies generates a
natural size distribution skewed towards smaller size classes,
which appear to be related to environmental conditions
such as strong currents or storms that favor population
growth by means of fission (Meesters et al., 2001).

Fusion, on the other hand, may be a size independent
process in U. tenuifolia but was not as commonly observed,
as it was fission. The mechanisms initiating and controlling
fusion are not clearly known in corals, but they might be
related with allorecognition systems for clonemates, which
are well understood in other groups of invertebrates (see
review in Hughes, 2005). This process increases small
colony survival, as well as many other benefits to the
population (Hughes et al., 1992; Hughes & Jackson, 1980).
Nonetheless, longer periods of monitoring are necessary to
accurately estimate fusion rates in U. tenuifolia.

The local population of U. tenuifolia by itself contributed
to up to 27 % of the total cover in one of the study sites
(Playita), suggesting its potential dominant role in the coral
community structure at Southern Caribbean reefs. These
mechanisms enable U. tenuifolia to colonize semi-exposed
shallow fore-reefs with a high probability of survivorship
(Dullo, 2005; Sebens et al., 2003). This comb-like growth
mode may also lead to the exclusion of common coral
competitors such as Porites spp. that cannot easily dominate
the shallow fore-reefs as U. tenuifolia does (Aronson &
Precht, 2000; Aronson et al., 2000, 2014; Sebens et al., 2003).
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U. tenuifolia also avoids overgrowth by other competitive
corals by decreasing free substrate, thus facilitating its
dominance (Sebens et al., 2003).

Undaria tenuifolia: dominant or opportunistic?

Reef cores dating back thousands of years indicate that U.
tenuifolia has been a dominant reef species at various times
in history in the Southern Caribbean, before the recent coral
reef decline (Vernette, 1985; Vernette et al., 1992). However,
there are findings from the last few decades suggesting
it is an opportunistic species rather than a dominant one
(Aronson et al., 1998, 2014). It appears that U. tenuifolia
tends to be a dominant species when its competitors are
declining under unfavorable conditions. This dominance,
or rather opportunistic behavior, can be mediated by the
growth strategies observed in U. tenuifolia. In addition, to
its comb-like conformation of colonies, notably adapted to
repel sedimentation (personal observation). In this comb-
like conformation, the colonies and multiple ramets may
fuse, perhaps diminishing the mortality risk or probably
altering the local microenvironment to its benefit. This coral
aggregation is also helped out by the plastic indeterminate
growth of this type of modular organisms (Caswell, 2001).
Although the polyp size is genetically determined, a coral
colony may grow indeterminately (Connolly & Muko, 2003;
Hughes et al., 1992; Lasker & Sanchez, 2002; Sebens, 2003).

As mentioned, U. tenuifolia face environmental stress factors
such as high water temperatures or terrestrial run-offs from
rivers such as Magdalena and Sin0 (Restrepo et al., 2006;
\elasquez et al., 2011). Previously, it has been considered
that U. tenuifolia is a susceptible species to bleaching,
exhibiting low or negligible recovery after a bleaching
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disturbances caused by high temperatures (Aronson et al.,
2000; Robbart et al., 2004). This low recovery has been
related to (1) the low amount of heat shock protein (HSP)
presented in U. tenuifolia (Robbart et al., 2004) and (2) its
monotypic symbiosis with a low temperature tolerant type
of Symbiodinium (Baker, 2003; LaJeunesse, 2002). High sea
surface temperature (SST) has been the condition observed
as the trigger for the decrease of U. tenuifolia populations
in the northwestern Caribbean (Aronson et al., 2002a;
Aronson and Precht, 2000; Aronson et al., 1998). Further
high SSTs together with a reduced grazer fish density, and
high algae and sponge cover would impede the U. tenuifolia
population’s recovery (Aronson etal., 2002b; Bellwood et al.,
2004; Connell, 1997; Jackson, 2001). However, in the study
area, Baru island, Colombia, U. tenuifolia contains a rather
generalist symbiont, Symbiodinium C3 (Camargo et al.,
2009), which has also been considered as a stress- and high
temperature-tolerant zooxanthellae type elsewhere (Hume et
al., 2013). Whether the southern Caribbean populations of
U. tenuifolia are more resistant to heat disturbances than the
northwestern populations remains unknown.

One of the motivations of this study was the fact that there
is a continued extraction of U. tenuifolia as a souvenir near
Cartagena, Colombia. Although it is unknown the extent
and effect of the extraction on the affected populations,
fortunately it is clear that this is one the corals with higher
growth rates in the Caribbean. This parallels what was
also found near Cartagena on the harvested octocoral
Antillogorgia acerosa, which is also among the faster
growing gorgonian corals of the Caribbean (Cadena &
Sanchez, 2010). To accurately predict the population
response due to a sustain harvest in a coral species additional
factors affecting the growth strategy of U. tenuifolia would
need to be measured. Yet, the size-based approach used
in this study offered a practical advantage in a short-
term observation situation, generating a “time- invariant”
transition model (Yoshioka, 1994). Overall, the size matrix
model showed how dynamic the colony, as an individual,
could be, which is characteristic of an opportunistic
coral. The high survivorship of U. tenuifolia after clonal
fragmentation, as well as its high growth rate, suggests
that this is a potential species to be cultured at mid-water
gardening conditions (Rinkevich, 2014), where a more
sustainable production of the species appears feasible.
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Manantiales salinos: inventarios de la diversidad metabolica y
filogenética de microorganismos de ambientes salinos

Carolina Diaz-Cardenas, Sandra Baena

Unidad de Saneamiento y Biotecnologia Ambiental (USBA), Departamento de Biologia,
Pontificia Universidad Javeriana, Bogota, Colombia

Resumen

Los manantiales salinos terrestres son habitats con una gran diversidad de especies microbianas, pero el conocimiento
de dicha diversidad en el pais es escaso. Se seleccionaron tres manantiales salinos ubicados en el sistema montafioso
de los Andes colombianos para su estudio en el marco del programa de investigacion en ecologia y diversidad de
manantiales salinos y termales. Estos manantiales, con un contenido total de sdlidos disueltos de 20 a 54 g/L,
fluyen a partir de aguas subterraneas antiguas y su régimen hidrologico no esta directamente relacionado con
recargas pluviométricas recientes. Presentaron composiciones fisicoquimicas diferentes: en las muestras de agua
provenientes de los manantiales Salado de Consota y La Cristalina se registro un alto contenido de cloro, sodio y
calcio, en tanto que las aguas provenientes del manantial Salpa se caracterizaron por una gran concentracion de sodio,
potasio y sulfato. La composicion de las comunidades bacterianas se analiz con base en diferentes aproximaciones
para generar inventarios de diversidad bioldgica. Los resultados indicaron que los tres manantiales albergan
una comunidad bacteriana constituida en su mayoria por organismos Gram-negativos, méviles, heterotroficos y
litotroficos, halotolerantes y haldfilos, algunos de los cuales han sido reportados previamente en ambientes marinos.
La mayoria de los organismos aislados pertenecia a la gamaproteobacteria y alfaproteobacteria, aunque las diferencias
en la composicion microbiana de cada manantial fueron evidentes. El estudio demostré que estos manantiales son
habitat de nuevas variedades taxondmicas como se deduce de las especies bacterianas caracterizadas.

Palabras clave: manantiales salinos, diversidad microbiana, bacterias halofilas, halotolerantes.
Saline springs: Inventories of metabolic and phylogenetic diversity of microorganisms from saline environments
Abstract

Terrestrial saline springs are habitats of a high diversity of microbial species, but knowledge of this diversity is
scarce in our country. We have chosen to study three saline springs as part of our research program on the ecology
and diversity of halophilic and thermophilic microorganisms. The saline springs are located on the Andes mountain
range, their content of total dissolved solids is 20-54 g/L, they flow from ancient groundwater, and their water
regime is not directly related to recent rainfall recharges. They exhibited different physicochemical compositions:
the water samples from the Salado de Consota and La Cristalina springs showed a high content of chlorine, sodium
and calcium, while those from the Salpa spring were characterized by high concentrations of sodium, potassium and
sulfate. The composition of microbial communities was analyzed using different approaches to generate biodiversity
inventories. The results indicated that these springs harbor a microbial community made up mostly of Gram-negative,
motile, litotrophic, heterotrophic, halotolerant and halophilic microorganisms, some of which have been previously
reported in marine environments. Most isolated microorganisms belonged to the Gamma and Alphaproteobacteria
classes, but differences in the microbial composition of each spring were evident. Our study revealed that these
springs are a source of new taxonomic diversity as shown by the newly characterized bacterial species.

Key words: Saline springs, microbial diversity, halophilic bacteria, halotolerant bacteria.

Introduccion diversidad bioldgica y su relacion con la estructura y la
funciéon de los ecosistemas no han incluido la diversidad

Colombia es considerado uno de los paises con mas - . - L
microbiana, entendida en este contexto como la diversidad

diversidad biolégica, pues en una extensién continental de
aproximadamente 114.000.000 hectareas, que representa -
N . . . . *Correspondencia:
el 0,7 % de la superficie continental mundial, contiene o
. Sandra Baena, baena@javeriana.edu.co
cerca del 10 % de la biota total del planeta (Romero, et Recibido: 21 de febrero de 2015
al., 2008). Los esfuerzos por generar inventarios de la Aceptado: 15 de mayo de 2015

358



Rev. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat. 39(152):358-373, julio-septiembre de 2015

de bacterias y arquea en ambientes naturales. Este hecho es
decisivo si se analiza el papel clave de los microorganismos
en el mantenimiento de la biosfera al regular los ciclos
biogeoquimicos de los principales elementos y participar en
los procesos de descomposicion de la materia organica y de
los compuestos contaminantes y en el ciclo de nutrientes.
Ademas, los microorganismos son fuente promisoria de
energia renovable o sostenible en forma de biogas, bioe-
tanol, o células microbianas combustibles (Prakash, et al.,
2013). En los trabajos clasicos de Torsvik, et al. (1990),
se demostré que era posible encontrar miles de taxones
bacterianos en un gramo de suelo, sin embargo, esta
diversidad microbiana sigue a la espera de ser descubierta.
Por otra parte, calculos recientes han indicado que el nimero
de nombres cientificamente validados de las especies
de bacterias y arquea cultivadas en laboratorio era de
aproximadamente 12.000, lo que se consider6 como una
subestimacion del valor real (Chun & Rainey, 2014), ya
que la complejidad de la diversidad microbiana es mas
grande que la estimada con base en el calculo del numero
de especies cultivadas en laboratorio.

En un reciente analisis de los estudios sobre biodiversidad
en Colombia (Arbelédez-Cortés, 2013), se encontrd que los
microorganismos estaban poco representados, lo que indica
el escaso conocimiento que se tiene sobre su diversidad. Sin
embargo, si existen estudios sobre la diversidad microbiana
de diversos habitats naturales en el pais (Baena, et al.,
1998; Diaz-Céardenas, et al., 2010a, Diaz-Cardenas, et
al., 2010b; Baena, et al., 2011; Rubiano-Labrador, et al.,
2013; Bohorquez, et al., 2011; Delgado, et al., 2014). En
particular, los hébitats salinos pueden ser excelentes modelos
para el estudio de la diversidad microbiana y la ecologia de
los microorganismos en diferentes concentraciones de sal
(Ventosa, et al., 2014). Aunque el aislamiento en cultivo
puro de organismos halodfilos no es tarea facil, es un reto
que vale la pena porque con el organismo aislado es posi-
ble identificar las caracteristicas fisioldgicas, metabolicas
y genéticas aprovechables biotecnologicamente (Andrei,
et al., 2012). La alta demanda de biocatalizadores que se
ajusten a las condiciones de los procesos industriales ha
despertado el interés por la busqueda de nuevas enzimas,
cuyo punto de partida es la diversidad biolégica, incluida la
de los genes, las especies y los ecosistemas, y cabe sefialar
que los microorganismos concentran la mayor diversidad
metabolica y filogenética en el planeta.

En este articulo se presentan los resultados de la
exploracion de la diversidad microbiana de manantiales
salinos que se caracterizan por aflorar sobre o cerca de
un trazo de falla geoldgica, a pocos metros de drenajes
mayores (Cortés & Cardona, 2006), algunos de los
cuales se utilizaron en épocas precolombinas para la
extraccion de sal con diferentes fines, desde el consumo
humano hasta la orfebreria (Acevedo & Martinez, 2004;
Tistl, 2004).

Diversidad microbiana de manantiales salinos

En la region suroccidental de la Cordillera Central de
Colombia se han reportado numerosos manantiales salinos
que, por su estrecha relacion con las aguas subterraneas, se
consideran fuente de recursos minerales en concentraciones
explotables y de recursos hidricos y cuya principal aplica-
cion actual es la balneologia recreativa y terapéutica
(Alfaro, 2002). Sin embargo, el desconocimiento de su
diversidad microbiana no ha permitido considerarlos fuente
de recursos bioldgicos.

Materiales y métodos
Sitios de estudio

Se seleccionaron tres manantiales salinos, dos en la Cordillera
Central, en el departamento de Risaralda, Colombia: el
Salado de Consota (SC) (4°47°18.9” N - 75°41°35.0” O), a
1.391 m.s.n.m, y el manantial La Cristalina (LC) (4°45°50.1”
N - 75°43°55.1” O), a 1.288 m.s.n.m. El tercer manantial
salino, denominado Salpa (SP) (05°46°09.2” N - 73°06°09.7”
0), se localiza en la Cordillera Oriental, en el departamento
de Boyaca, a 2.517 m.s.n.m (Figura 1S, http://www.raccefyn.
co/index.php/raccefyn/article/downloadSuppFile/199/1008).

Muestreos y analisis

Se hicieron muestreos puntuales en los tres manantiales entre
2006 y 2009, recolectando muestras de agua a diferentes
profundidades: en el manantial SC la profundidad oscilaba
entre 90 y 100 cm, en el manantial LC entre 70y 80 cmy en
el SP entre 100 y 120 cm. Las muestras se transportaron a 4
°C hasta el laboratorio de la Pontificia Universidad Javeriana
y se procesaron en el curso de las siguientes 18 horas para
posteriores analisis (fisicoquimicos, isotopicos, recuentos
microbianos totales y aislamiento de microorganismos).
La temperatura y el pH se tomaron en el sitio con un
potencidmetro Hach® equipado con sondas para pH y
temperatura. Se determiné la conductividad eléctrica, los
solidos disueltos totales (SDT), y las concentraciones de
cloruro, potasio, calcio, sodio, magnesio, nitrato, sulfato,
fosforo total y hierro, siguiendo las metodologias estandar
descritas en los Standard Methods for the Examination of
Water and Wastewater (APHA, 2005).

La determinacion de los isotopos estables del oxigeno (O*)
y del hidrégeno (deuterio -H?), y del isotopo radiactivo del
hidrogeno tritio (H®), se hizo mediante espectrofotometria
de masas (Stable Isotope-Ratio Mass-Spectrometer, IRMS)
en el Laboratorio de Isotopia Ambiental de la Universidad
de Waterloo, en Ontario, Canada.

Anadlisis de las variables fisicoquimicas

Los parametros fisicoquimicos se analizaron mediante un
analisis de varianza (ANOVA), para lo cual previamente se
verifico la distribucion normal de los datos de cada variable
con la prueba de bondad de ajuste a una distribucién normal
de Kolmogorov Smirnov. Posteriormente se comprobo la
homogeneidad de varianzas de los datos de cada variable
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con la prueba de Levene. Cuando se cumpli6 el supuesto
de normalidad, pero no el de homogeneidad de la varianza,
se utilizo el T2 de Tamhane. Cuando el analisis de ANOVA
mostrd diferencias significativas entre los parametros eva-
luados, se aplicd la prueba de diferencia honestamente
significativa (honestly significant difference, HSD) de Tukey
y Sheffé para hacer las comparaciones multiples de medias
y determinar los sitios especificos entre los que se expresaba
la diferencia. Los analisis se realizaron con el programa
SPSS v 16.0 (IBM SPSS Data Collection).

Caracterizacién de la composicion de las comunidades
microbianas en los manantiales salinos

La caracterizacion de la composicion de las comunidades
microbianas se llevd a cabo determinando sus caracteristicas
morfolégicas mediante microscopia electronica de barrido
en los manantiales SC y SP, registrando los recuentos
totales de microrganismos mediante la técnica de tincion
con 4,6-diamidino-2-fenilindol diclorhidrato (DAPI), deter-
minando la abundancia de grupos microbianos ampliamente
reportados en ambientes acuaticos mediante hibridacion
fluorescente in situ (fluorescent in situ hybridization, FISH),
y generando inventarios biolégicos mediante el aislamiento
de organismos y la identificaciéon taxondmica con el gen
ARNTr 16S como marcador molecular.

Caracteristicas morfologicas de las comunidades
microbianas presentes en los manantiales salinos Salado
de Consotd (SC) y Salpa (SP)

Para observar la comunidad microbiana in situ se utilizo
la técnica de microscopia electrénica de barrido en los
manantiales SC y SP siguiendo el protocolo descrito por
Diaz-Céardenas (2011); la evaluacién microscopica se hizo
segun el protocolo de Glauert (1975). Las muestras se
cubrieron con oro con un sputter coater (BioRad SC500)
antes de observarlas y obtener imagenes digitales con un
microscopio electronico de barrido FEI Quanta 200 operado
a 100kV.

Determinacion del niimero total de células microbianas
y deteccion de grupos microbianos especificos

Se utilizd la técnica de tincion de las células con DAPI
(Sigma) y se detectaron los grupos microbianos especificos
con la técnica FISH siguiendo el protocolo de Pernthaler,
et al. (2001) y analizando cada muestra dos veces. Con el
fin de mantener la integridad de las células para los analisis
con DAPI y FISH, se fijaron con formaldehido (Scharlau)
en una concentracion final de 2 % (v/v) en 500 mL de
agua recién recolectada. Posteriormente, las células se
recolectaron por filtracion con membranas de policarbonato
blanco (poro de 0,22 um y 47 mm de diametro, GTTP
Millipore). El recuento total de células se hizo segun el
protocolo de BohOrquez, et al. (2011) en un microscopio
de epifluorescencia (Nikon-Eclipse 50i) equipado con un
objetivo de 100X Pan Fluor y un filtro de excitacion triple
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DAPI-FITC-TRITC (Nikon). La deteccion de organismos
del dominio Archaea se hizo usando la sonda ARCH915 y
los del dominio Bacteria, con la sonda EUB338 mediante
la técnica de FISH. Para el dominio Bacteria se detectaron
organismos de las clases alphaproteobacteria con la sonda
ALF968, betaproteobacteria, con la sonda BET42a y
gammaproteobacteria, con la sonda GAM42a; estas sondas
son complementarias de las regiones conservadas de los
genes ARNr 16S o 23S (Tabla 1S, http://www.raccefyn.
co/index.php/raccefyn/article/downloadSuppFile/199/1010).
Ademas, se utilizo la sonda NON338 como control negativo.
Las sondas se sintetizaron, purificaron y conjugaron con los
fluorocromos Alexa flour 488 o 546 de Invitrogen (USA).

Recuento de células

Se contaron 50 campos visuales por membrana cuando se
observaba un niimero menor de 30 células por campo, y 20
campos visuales si se observaba un numero mayor de células
para contar 300 células por muestra como minimo segun las
recomendaciones de Kirchman, et al. (1982). Se determino
si los recuentos presentaban diferencias significativas entre
sitios y épocas de muestreo mediante el método estadistico
no paramétrico de Kruskal-Wallis aplicado para el ANOVA
de un factor (p<0,05) con el programa Statistix, versién 9.0.

Generacion de inventarios biologicos a partir del
aislamiento de microorganismos

Para el aislamiento de microorganismos se recolectaron
en cada sitio de muestreo 100 mL de agua en botellas de
vidrio estériles para ser usados como inéculos microbianos
y cinco litros de agua en garrafas plasticas previamente
purgadas con agua del manantial para los medios de
cultivo utilizados en las diferentes series de aislamiento.
Para favorecer el aislamiento de organismos haléfilos o
halotolerantes aerobios y anaerobios, se prepararon medios
basicos (MB) aerobios (MB-AER) y anaerobios (MB-
ANA). Los medios MB-AER y MB-ANA se prepararon
con agua del manantial en estudio (previamente filtrada),
suplementada con 1 mL/L de solucién de oligoelementos
(un litro de agua destilada contenia 0,06 g de ZnCl,, 0,1 g de
MnCl,-4H,0, 0,06 g de H,BO,, 0,12-0,19 g de CoCl,-6H,0,
0,025 g de NiCl-6H,0, 0,025-0,035 g de Na,MoO,-2H,0,
0,02 g de CuCl,-2H,0, 0,05 g de AICI, anhidro, 0,03 g de
Na,SeO, y 1,5 mL de FeC|2-4H20 diluido en HCI al 25 %
(v/v)). Ademas, el MB-ANA fue suplementado con 0,5 g/L
de monohidrato de L-cisteina hidroclorada (Sigma) y 1
mL/L de resazurina (Sigma) al 0,1 % (p/v). El pH de los
medios se ajustd con una solucién de hidréxido de sodio
(NaOH) (Merck) al 10 % (p/v), al 6,5 para las series de los
manantiales SC y SP y al 8,0 para las series de cultivo del
manantial LC, teniendo en cuenta los datos de pH tomados
en cada manantial. Después de ajustar el pH de los medios,
se transfirid un volumen de 5 mL de medio de cultivo de
la serie MB-AER a tubos de ensayo. EI medio de cultivo
MB-ANA se preparé siguiendo los protocolos descritos por
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Rubiano-Labrador, et al. (2013). Teniendo en cuenta que
los microorganismos haldfilos de los dominios Archaea y
Bacteria tienen un amplio espectro metabolico, se utilizaron
diferentes sustratos organicos cominmente reportados como
materia organica disuelta en sistemas acuaticos proveniente
del medio ambiente circundante o de fuentes autdctonas
como el fitoplancton, bacterioplancton y perifiton, ya sea
por la produccion de exopolisacaridos, la muerte celular o la
liberacidn de exudados (Gremm & Kaplan, 1997). Ademas,
a algunas series se les agregd un suplemento de antibi6ticos
para favorecer el aislamiento de organismos del dominio
Archaea como se ha descrito anteriormente (Elshahed, et
al., 2004). Después de la esterilizacion, los MB-AER fueron
suplementados con 0,2 g/L de extracto de levadura (Sigma)
y con diferentes fuentes de carbono como 4cidos organicos,
alcoholes, aztcares, aminoacidos, polisacaridos y lipidos
(Diaz-Céardenas, 2011). Ademas, a algunas series se les
agreg6 un suplemento de 75 pg/mL de kanamicina (Sigma)
0 75 pg/mL de ampicilina (Sigma). Los antibidticos se
prepararon en agua desionizada y se esterilizaron filtran-
dolos en membranas de 0,22 um de tamafio de poro
(Millipore). A los MB-ANA se les agreg6 un suplemento de
0,05 mL de sulfuro de sodio (Na,S-9H,0) (Sigma) al 2 %
(p/v), 0,1 mL de bicarbonato de sodio (NaHCO,) (Merck)
al 10 % (p/v), 0,2 g/L de extracto de levadura, y aceptores
de electrones como sulfato de sodio (Na,SO,) (Sigma),
tiosulfato de sodio (Na,SO,) (Sigma) y nitrato de potasio
(KNO,) (Merck), todos en una concentracion final de 10
mM. Tanto las fuentes de carbono como los aceptores de
electrones se afiadieron a cada tubo a partir de soluciones
estériles anaerobias preparadas en aguareducida (Hungate,
1969). Las diferentes series de cultivo se inocularon con
1 mL del agua del manantial (como in6culo microbiano)
por cada 5 mL de medio de cultivo y posteriormente
se incubaron a 30 °C en oscuridad y sin agitacion. Las
series de cultivo se evaluaron periédicamente con un
microscopio de contraste de fase (Nikon i50) y objetivo
de 100X Pan Fluor.

Aislamiento de cepas microbianas

A partir de las series de cultivo con crecimiento positivo,
se hizo una segunda siembra en las mismas condiciones,
asi como diluciones seriadas de 10" a 107, hasta obtener
cultivos axénicos siguiendo los protocolos descritos por
Diaz-Cardenas, et al. (2010a). La pureza de las cepas se
verific por observacién al microscopio y repicaje en medio
enriquecido con extracto de levadura (2 g/L) y glucosa (20
mM) hasta observar un tnico morfotipo.

Identificacion taxonomica de los organismos aislados

La identificacion taxonomica de los organismos aislados se
hizo usando como marcador el gen ARNr 16S. Se extrajo
ADN de cada una de las cepas y se hizo la secuenciacion del
gen marcador (~ 1.300 pb). Se describieron las principales
caracteristicas fenotipicas (tincion de Gram, morfologia
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y estructuras celulares, metabolismo y condiciones de
salinidad, temperatura y pH Optimas para el crecimiento)
segun lo reportado por Diaz-Cérdenas (2011).

Para la extraccién del ADN microbiano se sigui6 el método
descrito por Lopez, et al. (2014). La precipitacion del ADN
se hizo con etanol al 70 % (v/v) y la segunda suspension
en 50 pl de tampén TE (Tris-HCI 10 mM pH 7.5, EDTA
1 mM); finalmente se almacen0 a -20 °C hasta su uso. Los
métodos usados para la amplificacion y secuenciacion del
gen ARNr 16S y para los analisis filogenéticos han sido
previamente descritos por Diaz-Cardenas, et al. (2010b)
y LOpez, et al. (2014). El gen que codifica para el ARNr
16S se amplifico con los iniciadores Fdl (CCG AAT
TCG TCG ACA ACA GAG TTT GAT CCT) y Rd1 (CCC
GGG ATC CAA GCT TAA GGA GG TGA TCC AGC C)
(Redburn & Patel, 1993). El producto de la reaccion de
secuenciacion fue separado por electroforesis capilar en
un analizador automatico de biologia molecular (Genetic
Analyzer 3130x1, Applied Biosystems) usando el programa
de analisis de secuenciacion de ADN v5.2 (Applied
Biosystems) (Servicio de Biologia Molecular de la
Universidad de Griffith, Brisbane, QLD, Australia). Todos
los datos obtenidos a partir de los archivos de secuenciacion
automatica del ADN se editaron manualmente para
determinar nucledtidos codificados erréneamente usando
el programa de edicion Sequence Aligment Editor version
7.0 de BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/RNaseO/info/
programs/BIOEDIT/bioedit.htmL).

Todas las secuencias del gen ARNr 16S obtenidas se
compararon con las registradas en el GenBank usando una
base de datos no redundante (nr) y el algoritmo BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool, http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/BLAST/) y con las de la base de datos del RDP,
version 11, usando la opcion sequence match (http://redp.
cme.msu.edu/seqmatch/seqmatch_intro.jsp).

Resultados y discusion

Caracterizacion de la composicion fisicoquimica del agua
de los manantiales salinos

Las caracteristicas fisicoquimicas de estos manantiales se
presentan en la Tabla 1. Los manantiales SC y SP registraron
una temperatura promedio de 21 °C, mientras que la del
manantial LC fue mas alta, de 25 °C. La temperatura
promedio del agua de los manantiales SP y LC que se
registrd fue superior a la temperatura ambiente promedio
de la region: en Paipa la temperatura ambiental oscila
entre 13y 15 °C, mientras que en la zona del manantial LC
oscila entre 18 y 25 °C. El pH registrado en el manantial
SC oscilaba entre 6,1y 7,4; en el manantial LC se mantuvo
en alrededor de 8,5, y en el manantial SP fue cercano a 6,5.
Segun los rangos de conductividad eléctrica reportados por
LaBaugh (1989), los manantiales SC y LC se clasifican
como habitats polisalinos (33.000-40.000 pS/cm), en tanto
que el manatial SP como un habitat eusalino (46.000-55.000
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Tabla 1. Caracterizacion fisicoquimica de las aguas de los manantiales estudiados

Manantial Fecha Temperatura pH Conductividad SDT CI K* Ca* Na* Mg NO, SO PTotal Fe*
°C uSlem  (mg/lL) (mglL) (mg/L) (mglL) (mgL) (mgLl) (mgl) (mglL) (mgL) (mg/L)
SC1 I\gggzo 20,9 74 35150 24185 13237 38,7 2018 4283 6,2 4,95 593 0,28 0,78
Agosto
SC2 2008 20,7 6,7 35560 23300 12736 31,4 2223 4991 3,38 48 751 0,05 1,46
@8 leggg 22,6 6,1 35700 22468 11962 443 2516 5257 5,02 4,46 742 0,06 0,63
Marzo
LC1 2008 26,3 8,42 40025 20235 11190 451 961 4342 1,24 42 694 0,15 0,12
Agosto
LC2 2008 251 8,5 35258 20500 10423 439 642 5304 0,94 4,27 1028 0,02 0,5
LC3 legggo 253 9,8 33350 19842 10868 48,1 1012 5360 0,81 4,72 1039 0,17 0,12
Febrero
SP1* 2002 21 6,7 46000 41612 5455 1637 175 13250 225 0,5 20812 0,09 0,2
Marzo
SP2 2008 21 6,5 50450 53957 7050 2100 160 36000 29,76 0,5 53957 0,17 1,2
SP3* Jz%r(l)lg 215 6,28 54900 54264 10115 1644 108 15300 255 05 20862 0,01 73

*Datos suministrados por Claudia Alfaro (Ingeominas) (comun pers). Nd: no determinado.

uS/cm). Los analisis quimicos del agua de los manantiales
SCy LC mostraron un alto contenido de cloro (CI) y calcio
(Ca*), y las aguas del manantial SP se caracterizaron
por una alta concentracién de sodio (Na*), potasio (K*) y
sulfato (SO,?*).

El analisis de varianza (ANOVA) de los datos fisicoqui-
micos mostrd diferencias significativas (p<0,05) para los
parametros de temperatura, pH, conductividad, SDT, cloro,
calcio, potasio, sodio, nitrato y sulfato. Para detectar
diferencias significativas entre los sitios de muestreo de las
variables mencionadas se hizo un analisis posterior (HDS de
Tukey y Sheffé) en el que se determind que los pardmetros
de SDT, calcio y nitrato diferian significativamente en los
tres manantiales. Con respecto a la conductividad eléctrica y
a las concentraciones de potasio, cloro, sodio y sulfato, no se
registraron diferencias significativas entre los manantiales
SC y LC, localizados en la Cordillera Central, pero si entre
estos dos manantiales y el manantial SP, localizado en la
Cordillera Oriental. En cuanto a la temperatura y el pH, se
observo que el manantial LC, que presentaba los rangos de
temperatura y de pH mas altos, diferia significativamente
de los manantiales SC y SP que, en cambio, no presentaron
diferencias significativas entre ellos para estos dos para-
metros (datos no mostrados). El analisis muestra diferencias
en las caracteristicas fisicoquimicas de cada uno de los
sitios de muestreo, lo cual es indicativo de variaciones en
las condiciones ambientales locales. Las variables que
mejor describian estas diferencias fueron el contenido de
cloro y calcio en el manantial SC, la conductividad y el
contenido de sulfato, potasio y sodio en el manantial SP y las
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condiciones de pH y temperatura en el manantial LC. Los
datos también mostraron que la composicion fisicoquimica
de los manantiales fue relativamente estable durante el
tiempo de muestreo en cada uno de los manantiales.

Para la interpretacion de los isotopos estables del agua,
los resultados de oxigeno-18 (O*) y deuterio (H?) (Tabla
2S,  http://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/
downloadSuppFile/199/1011) se graficaron con respecto
a la linea metedrica mundial (Standard Mean Ocean Water,
SMOW) (Figura 28, http://www.raccefyn.co/index.php/
raccefyn/article/downloadSuppFile/199/1009. La represen-
tacion grafica indicd que las aguas provenientes de los
manantiales no se ajustan a la linea SMOW y que, por lo
tanto, su origen no esta relacionado con la presencia de agua
meteodrica recientemente acumulada en los acuiferos. Por
otra parte, los valores del contenido de tritio (H®) para las
tres muestras fueron menores a 0,8 unidades de tritio (UT)
(datos no mostrados), lo que indica que estos manantiales
contienen agua antigua, infiltrada hace mas de 50 afios.
Esta informacion isotopica indica que los tres manantiales
fluyen a partir de aguas subterraneas antiguas y que su
régimen hidroloégico no estd directamente relacionado
con recargas pluviométricas recientes. Por otra parte, tal
como lo describe Sigee (2005), la permanencia del agua
en un acuifero, su interaccion con la roca del reservorio
y la presencia de minerales evaporiticos podrian ser las
causas principales de las diferencias en las caracteristicas
fisicoquimicas de las aguas de los manantiales, lo que
también demostraria que los manantiales SCy LC, ubicados
en la misma region, se originan de acuiferos diferentes.
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Caracterizacion de la composicion de las comunidades
microbianas

Las caracteristicas morfologicas de los microorganismos
predominantes en estos manantiales se describieron con base
en la microscopia electronica de barrido a partir de muestras
de dos de los tres manantiales en estudio. Solamente se
obtuvieron imagenes claras de las células microbianas en
las laminas incubadas durante 24 horas, porque las laminas
con menor tiempo de incubacion no presentaron células
microbianas, o estas eran escasas, y las laminas con 48
horas de incubacion mostraron una alta precipitacion de
sales, lo que dificultd la observacion de las células. En el
manantial SC se observaron principalmente bacilos curvos
con extremos puntiagudos, de 0,3 um de ancho por2,5a2,7
pum de largo, bacilos rectos de 0,5 a 0,7 um de ancho por
1,5a 2,0 um de largo (Figura 1), bacilos rectos de extremos
redondos de 0,6 um de ancho por 2,5 um de largo, solos o
en pares, y bacilos rectos de extremo redondo de 0,6 um de
ancho por 2,0 um de largo. También se observo el desarrollo
de una colonia compuesta de bacilos rectos o ligeramente
curvos de extremos redondos, de aproximadamente 0,4 a
0,5 um de ancho por 1,25 a 3 um de largo, adheridos entre si
posiblemente por la produccion de exopolisacaridos (Figura
2). Ademas, se observo la presencia de células ligeramente
englobadas de 3,5 a 4,0 um de ancho por 55 um de
largo, con una pequeiia elongacion uno de sus extremos
(Figura 2), que por su tamafio podrian catalogarse como
protozoos segun la clasificacion de Sieburth, et al. (1978).
Estos organismos fagotréficos y depredadores podrian tener
influencia en la composicion de la comunidad microbiana
del manantial en estudio.

Figura 1. Microscopia electrénica de barrido del manantial SC.
12000X.
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Figura 2. Microscopia electrénica de barrido del manantial SC. Se
indica con una flecha la presencia de células redondas y ligeramente
englobadas y de bacilos ligeramente curvos.

Los morfotipos dominantes en las muestras del manantial
SP fueron los bacilos rectos o ligeramente curvos con ter-
minacion en punta, de 0,6 um de ancho por 6 um de largo, los
bacilos ligeramente curvos con extremos redondos, de 0,4
pm de ancho por 1,5 a 2,0 um de largo, los bacilos rectos de
extremo redondo, de 0,15 pum de ancho por 1,2 um de largo,
los bacilos de 0,3 pm de ancho por 0,6 pum de largo, y los
bacilos de 0,5 a 0,6 um de ancho por 0,7 a 1,15 um de largo
en pares o individuales; los cocos estaban presentes en menor
proporcion. También se observaron células filamentosas de
mas de 0,2 a 0,3 um de ancho por mas de 20 um de largo
(Figura 3). La presencia de diatomeas, principalmente del
género Nitzchia, fue evidente en este manantial, lo que se ha
reportado comunmente en ambientes marinos (Salm, et al.,
2009) y lagos metasalinos (Gell & Gasse, 1990) (Figura 4).

En general, mediante microscopia electronica de barrido
se detectaron diferencias en la morfologia celular en los
manantiales SC y SP. En el primero predominaban los
bacilos curvos o espirilos, mientras que en el segundo predo-
minaron los bacilos rectos y los cocos. Por otra parte, en el
manantial SC se observaron células similares a las de los
protozoos, posibles causantes de la mortalidad bacteriana en
la mayoria de los ambientes acuaticos, lo que restringe su
superpoblacion. La presencia de diatomeas, que hacen parte
del fitoplancton y participan en procesos de produccion
primaria, se observd Unicamente en el manantial SP; los
cambios en la composicion de la comunidad fitoplanctonica
pueden influenciar la composicion de las comunidades
bacterianas (Rooney-Varga, et al., 2005). El fitoplancton
libera aproximadamente el 25 % del total del carbono
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Figura 3. Microscopia electronica de barrido. Se observan los
morfotipos dominantes en el manantial salino SP.

Figura 4. Microscopia electronica de barrido del manantial SP.
Se observa la presencia de diatomeas del género Nitzchia.

organico fijado por fotosintesis (DuRand, et al., 2001) y
posteriormente la materia organica disuelta es rapidamente
consumida y remineralizada por la comunidad bacteriana, por
lo cual, los cambios en su composicion se ven reflejados en
la composicion de la comunidad microbiana (Obernosterer
& Herndle, 1995).

Los recuentos de células totales durante los tres muestreos
variaron entre 1,8 y 2,8 x 10° células/mL’en el manantial
SC, entre 1,0 y 2,6 x 10° células/mL’ en el manantial LC y
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entre 1,7y 4,8 x 10° células/mL en el manantial SP (Tabla 2).
Estos valores son mayores a los reportados por BohOrquez,
et al. (2011) en muestras de aguas de manantiales termales
del Parque Nacional Natural Los Nevados en Colombia
(2,35 (£0,7) x 10° células/mL), y se encuentran en los rangos
de 10° a 108 células/mL reportados por Sogin, et al. (2006)
para aguas superficiales ocednicas. El analisis estadistico no
arrojoé diferencias significativas entre los sitios de muestreo
(p=0,7), pero si entre las épocas de muestreo (p=0,025) en
cada manantial, lo que sugiere cambios en la abundancia de
las comunidades microbianas al interior de cada habitat a lo
largo del tiempo. Por otra parte, en los tres manantiales se
observo el predominio de organismos del dominio Bacteria
(detectados con la sonda EUB338) en comparacion con los
del dominio Archaea (detectados con la sonda ARCH915)
(Figura 5). Los recuentos del dominio Bacteria no presenta-
ron diferencias significativas entre los sitios de muestreo
(p=0,7), mientras que los recuentos de Archaea si (p=0,004).
Por el contrario, al evaluar en cada manantial las diferencias
entre los recuentos obtenidos a lo largo del tiempo de
muestreo, se detectaron diferencias significativas para los
organismos del dominio Bacteria (p=0,025), pero no para los
organismos del dominio Archaea (p=0,13). Los resultados
sugieren que al interior de cada comunidad en cada manantial,
la abundancia de Bacteria cambia constantemente, mientras
que la abundancia de las poblaciones de Archaea puede ser
mas estable a lo largo del tiempo. Estas variaciones podrian
estar relacionadas principalmente con las caracteristicas
geoldgicas y con los factores ambientales locales, tal como
se ha reportado en diferentes sistemas acuaticos (Pedersen,
et al., 1996). Se requieren, sin embargo, estudios posteriores
para identificar las variables ambientales que afectan la
distribucién y la abundancia de las poblaciones microbianas.

Por otra parte, en el recuento de organismos pertenecientes
a las alfaproteobacterias, las betaproteobacterias y las
gamaproteobacterias, se encontré que en los tres manantiales
predominaban las gamaproteobacterias, como se ha repor-
tado en otros ambientes salinos (Wu, et al., 2006). En el
manantial SC el porcentaje de células del dominio Bacteria
que hibridé con la sonda GAMM42a oscild entre el 41
y el 67 %, en LC, entre el 27 y el 39 % y en SP, entre el
30 y el 40 %. Los resultados con la sonda ALF968 para
organismos de la clase de las alfaproteobacterias indicaron
que estos representaban menos del 20 % del total de
células del dominio Bacteria en los tres manantiales y
durante los tres muestreos. Con respecto a los recuentos
con la sonda BETA42a para organismos de la clase de las
betaproteobacterias, se obtuvieron recuentos inferiores al
0,2 % del total de células de Bacteria en los manantiales
SC y LC durante los tres muestreos, pero en el manantial
SP estos recuentos fueron mas altos (7 a 12 %), en tanto
que el analisis estadistico indico diferencias significativas
entre los tres manantiales para esta sonda, lo cual eviden-
cia variaciones en la composicién de las comunidades
microbianas a escala espacial.
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Tabla 2. Cuantificacion de células microbianas y de los organismos pertenecientes a los dominios Bacteria (a, B, g-Proteobacteria) y Archaea.

Muestra  DAPI Células/mL £DE* ARCH915 +DE* EUB338 +DE* ALF968 +DE* BET42a +DE* GAM42a +tDE*
SCl1 1,87+1,03x10° 7,82+4,1x10* 2,45+3,5x10° 4,49+3,9x10° 1,55+1,4x10° 1,02+2,5x10°
SCll 2,85+3,52x10° 4,63+5,9x10° 1,46+1,1x10° 6,1+3,0x10° 1,24+0,5x10° 1,06+1,5x10°
SC Il 2,85+1,42x10° 3,64+1,7x10° 1,32+1,7x10° 1,34+1,4x10° 2,3+0,2x10° 8,22+1,0x10°
LCI 1,16+1,45x10° 8,73+2,8x10* 6,63+2,1x10° 1,15+1,2x10° 9,04+0,3x10° 2,64+0,8x10°
LCII 1,49+1,03x10° 6,77+2,46x10* 8,23+1,3x10° 1,04+0,9x10° 1,03+1,0x10° 2,23+1,1x10°
LC I 2,65+3,04x10° 4,54+1,0x10* 9,52+1,1x10° 9,04+0,7x10* 6,04+0,5x10° 3,20+1,2x10°
SP1 1,74+1,24x10° 4,22+2,8x10° 6,33+2,1x10° 1,22+0,9x10° 7,37+0,2x10* 2,07+1,8x10°
SP 11 2,19+2,5x10° 7,79+2,1x10* 8,44+1,8x10° 1,09+0,6x10° 8,03+1,0x10* 2,51+0,1x10°
SP 11 4,8+1,04 x 10° 3,54+1,2x10° 1,52+2,4x10° 3,18+1,5x10° 1,04+0,5x10° 6,20+0,5x10°

* : Media; DE: Desviacion estandar

80,0 + [ eEuB33s ARCH915
70,0

60,0 -
50,0 -
40,0 -
30,0 -
20,0 -
10,0 -

Células hibridas con sondas especificas (%)

SC1 SC2 SC3 LC1 LC2 LC3 SP1 SP2 SP3
Manantiales salinos

Figura 5. Porcentaje de células hibridas con las sondas EUB338
y ARCH915.

Al evaluar en cada manantial la abundancia de las poblacio-
nes de organismos de las tres clases de proteobacterias,
se encontraron diferencias significativas para los recuentos
obtenidos con las sondas ALF968 (p=0,02) y GAMM42a
(p=0,02), lo cual confirma que la abundancia de poblaciones
del dominio Bacteria cambia constantemente a lo largo del
tiempo para cada sitio de muestreo.

La técnica de FISH es una herramienta 1til para cuantificar
microorganismos en ambientes naturales, sin embargo,
como cualquier otra técnica también tiene limitaciones
asociadas con la dificultad de detectar células microbianas
con bajo contenido de ribosomas, ya que generan poca
intensidad en la sefial de fluorescencia, lo que dificulta su
deteccion, asi como en la penetrabilidad y especificidad
de la sonda (Yeates, et al., 2003). Es posible que debido
a estas limitaciones las sondas utilizadas para la deteccion
de organismos de los dominios Bacteria y Archaea hayan
permitido detectar solamente entre el 40 y el 70 % del total
de células identificadas con el DAPI.

Nuestros resultados sugieren que en la comunidad micro-
biana de los tres manantiales predominan mas los
organismos del dominio Bacteria que los del dominio
Archaea, lo cual se ha reportado en ambientes con salinidad
de hasta 16 % (p/v) (Dong, et al., 2006; Perreault, et al.,
2007; Clementino, et al., 2008); por otra parte, Swan, et
al. (2010) encontraron que en ambientes moderadamente
hipersalinos (5 % (p/v) los organismos del dominio Archaea
eran mas que los del dominio Bacteria. Con respecto
a la predominancia de Bacteria sobre Archaea, se ha
discutido la razon de que en un mismo ambiente se tienda
a encontrar menor diversidad en Archaea que en Bacteria,
pese a que las arqueas contribuyen en gran proporcion al
total de los filotipos procariotas presentes en la mayoria
de los ambientes en los que se han estudiado organismos
de ambos dominios (Aller & Kemp, 2008). Tal como
lo sefialan estos autores, las arqueas pueden colonizar
microambientes que son mas restrictivos para la mayoria de
las bacterias, y estas tltimas pueden estar mas dispersas en
los diferentes microambientes de un mismo macroambiente,
lo cual dificulta establecer la razon de los bajos recuentos de
Archaea frente a Bacteria cuando se analiza la diversidad
procariota a partir de muestras que no discriminan entre
estos posibles microambientes. Aunque los recuentos de
Archaea hayan sido bajos, su presencia podria indicar
interacciones metabolicas con Bacteria necesarias para el
establecimiento de comunidades microbianas funcionales
en estos ambientes.

Generacion de inventarios biolégicos

Se observd crecimiento microbiano en todas las series de
cultivo, pero no se obtuvieron aislamientos en los cultivos
puros de todas ellas. Una de las limitantes del aislamiento
fue la purificacion, asi como la carencia de informacion para
recrear las condiciones naturales de crecimiento en términos
de, entre otros, los nutrientes y elementos traza presentes en
el agua de los manantiales. Ademas, los medios de cultivo
son a menudo poco eficientes para reproducir las condicio-
nes endogenas bidticas y abioticas requeridas y, por otro
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lado, los microorganismos no se adaptan inmediatamente
a estos cambios en las condiciones de crecimiento. Esto
es lo que se ha llamado great plate count anomaly, que
alude al fenomeno de que solo es posible recuperar un bajo
porcentaje de células viables de comunidades microbianas
en cultivo puro mediante los métodos tradicionales con
agar o cualquier otro agente gelificante (Tanaka, et al.,
2014), aunque los recuentos totales de microorganismos
obtenidos mediante DAPI o FISH sean altos, como se
observo en este estudio. El analisis de la secuencia del gen
ARNr 16S permitio identificar estos aislamientos como
pertenecientes al dominio Bacteria. Los medios selectivos
y la utilizacion de kanamicina y ampicilina no fueron
suficientes para favorecer la recuperacion de arqueas. Los
organismos aislados se identificaron taxonémicamente en
los filos Proteobacteria (alfa, delta y gama), Bacteroidetes,
Firmicutes, Synergistetes y Actinobacteria. La mayor parte
de los géneros microbianos se aislaron de los grupos de
alfaproteobacterias y gamaproteobacterias, datos que fueron
sustentados con los recuentos bacterianos hechos con
sondas de FISH.

A partir de las diferentes series de cultivo se aislaron y puri-
ficaron 62 cepas bacterianas. Del manantial SC se aislaron
31 cepas bacterianas, la mayoria previamente reportadas en
ambientes salinos, principalmente marinos, relacionadas con
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los géneros Roseovarius, Thalassospira, Thalassobaculum,
Labrenzia, Stappia, Thioclava, Dethiosulfovibrio, Vibrio
y Prolixibacter. Del manantial LC se obtuvieron 14 cepas
puras, cinco de las cuales han sido reportadas en ambientes
marinos y se relacionan con los géneros Oceanibaculum,
Dethiosulfovibrio y Vibrio; las nueve cepas restantes
presentaron una distribucion cosmopolita. Del manantial SP
se aislaron 17 cepas, de las cuales cuatro, relacionadas con los
géneros Desulfovibrio, Dethiosulfovibrio, Nitratireductor y
Shewanella, han sido previamente reportadas en ambientes
salinos 0 marinos. Estas cepas se conservan en glicerol
(20 % v/v) a -70 °C y estan depositadas en la coleccion de
microorganismos de la Pontificia Universidad Javeriana.

En la Tabla 3 se presentan las caracteristicas identificadas en
los aislamientos. Mas del 70 % de las cepas bacterianas son
moviles, lo cual puede ser relevante en manantiales donde la
materia organica disuelta de bajo peso molecular (azucares,
fosfatos y aminoacidos) esta disponible en un tiempo y espacio
limitado en la columna de agua, por lo cual una conducta
sensorial mévil proporciona a las células ventajas competiti-
vas que favorecen su supervivencia (Alexandre, et al., 2004).

Las cepas USBA 369, USBA 355 y USBA 82 se destacaron
por presentar rasgos fenotipicos y valores de similitud del gen
ARNTr 168 inferiores al 97 %, umbral usado corrientemente
para la diferenciacion de especies (Chun & Rainey, 2014).

Tabla 3. Cepas aisladas de los tres manantiales estudiados utilizando diferentes series de cultivo y relacidén taxonomica.

Organismos mas cercano (% de similitud de la Grupo
secuencia 16S ARNr con este organismo mas cercano)

taxonémico

Pseudomonas pseudoalcaligenes (99) g-proteobacteria

Pseudomonas pseudoalcaligenes (99) g-proteobacteria

Gluconacetobacter diazotrophicus (98) a-Proteobacteria

Manantial No. Deposito Serie de aislamiento
Cepa
SC USBA 38 MB-AMP Acetato de sodio
SC USBA 40 MB-AMP Acetato de sodio
SC USBA 76 MB-KANA Piruvato
SC USBA 78 MB-AMP Glicerol
SC USBA 83 MB-AMP Glicerol
SC USBA 85 MB-AMP Casaminoacidos
SC USBA 349 MB-AER Gelatina
SC USBA 350 MB-ANA- Tween 80
SC USBA 351 MB-AER Tributil
SC USBA 352 MB-AMP Piruvato
SC USBA 353 MB-ANA- Aceite de oliva
SC USBA 354 MB-ANA- Tributil
SC USBA 355 MB-AER Almidén
SC USBA 356 MB-AER Glucosa, xilosa, ribosa
SC USBA 357 MB-AER Gelatina
SC USBA 358 MB- AER Almidén
SC USBA 359 MB-AMP Acetato de sodio
SC USBA 360 MB-AER Metanol
SC USBA 361 MB-ANA- Peptona
SC USBA 362 MB-ANA- Almidoén

Thalassospira xiamenensis (98)
Thalassospira xiamenensis (98)
Lysobacter sp. OC7 (99)
Roseovarius mucosus (99)
Clostridium bifermentans (99)
Shewanella algae (98)

Stappia indica (99)

Lysobacter sp. OC7 (99)

Vibrio alginolyticus (99)
Thalassobaculum sp. (90)
Vibrio vulnificus (99)
Prolixibacter bellariivorans (98)
Thioclava pacifica (98)

Stappia indica (99)

Vibrio natriegens (99)
Desulfovibrio acrylicus (90)

Cellulomonas bogoriensis (97)

a-Proteobacteria
a-Proteobacteria
g-proteobacteria
a-Proteobacteria
Firmicutes
g-proteobacteria
a-Proteobacteria
g-Proteobacteria
g-Proteobacteria
a-Proteobacteria
g-proteobacteria
Bacteroidetes
a-Proteobacteria
a-Proteobacteria
g-Proteobacteria
d-Proteobacteria

Actinobacteria
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SC
SC
SC
SC
SC
SC
SC
SC
SC
SC
SC
LC
LC
LC
e
LC
LC
LC
e
LC
LC
LC
LC
LC
LC
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP

USBA 363
USBA 364
USBA 365
USBA 366
USBA 367
USBA 368
USBA 369
USBA 371
USBA 482
USBA 483
USBA 484
USBA 36
USBA 37
USBA 86
USBA 140
USBA 151
USBA 370
USBA 372
USBA 373
USBA 374
USBA 376
USBA 377
USBA 378
USBA 485
USBA 486
USBA 82
USBA 84
USBA 340
USBA 341
USBA 342
USBA 343
USBA 344
USBA 345
USBA 346
USBA 347
USBA 348
USBA 822
USBA 823
USBA 824
USBA 825
USBA 826
USBA 827

MB- AER Trioleato
MB-ANA Aceite de oliva
MB-AER Xilosa
MB-ANA- Almidén
MB-ANA- Peptona
MB-ANA- Tween 80
MB-ANA Tributil
MB-AMP- Piruvato
MB-AMP Casaminoacidos
MB-AMP Acetato de sodio
MB-AMP Acetato de sodio
MB-AMP Etanol
MB-AMP Piruvato
MB-AMP Piruvato
MB-AMP- Casaminoécidos
MB-ANA- Peptona
MB-ANA- Almidén
MB-ANA- Tween-80
MB-ANA- Tributil + NO3
MB-ANA- Gelatina
MB-ANA- Peptona
MB-ANA Tween 80
MB-ANA Xilosa
MB-AMP Piruvato
MB-AMP Piruvato
MB-ANA Peptona
MB-ANA Piruvato
MB-AER Aceite de oliva
MB-ANA Acido oleico
MB-ANA-Peptona
MB-ANA Glucosa
MB-AER peptona
MB-ANA Aceite de oilva
MB-ANA Tween 80 + S203
MB-ANA Tween 80
MB-AER Gelatina
MB-AER Glucosa
MB-AER Glucosa
MB-AER Glucosa
MB-AER Glucosa
MB-AER Glucosa
MB-AER Glucosa

Thioclava pacifica (98)

Clostridium bifermentans (99)

Vibrio vulnificus (99)

Vibrio vulnificus (99)

Clostridium bifermentans (99)
Pleomorphomonas oryzae (98)
Aurantimonas altamirensis (95)
Labrenzia aggregata (99)
Caenispirillum bisanense (98)
Stappia indica (99)

Pseudomonas pseudoalcaligenes (97)
Oceanibaculum indicum (99)
Lysobacter sp. OC7 (99)
Caenispirillum bisanense (98)
Caenispirillum bisanense (98)
Dethiosulfovibrio peptidovorans (94)
Prolixibacter bellariivorans (98)
Lysobacter sp. (99)

Lysobacter sp. (99)

Vibrio alginolyticus (99)
Dethiosulfovibrio peptidovorans (94)
Vibrio vulnificus (100)

Vibrio alginolyticus (99)
Caenispirillum bisanense (98)
Bacillus licheniformis (96)

Dethiosulfovibrio peptidovorans (94)

Desulfovibrio dechloracetivorans (98)

Vibrio vulnificus (99)
Providencia rettgeri (98)
Lysobacter sp.OC7 (99)
Lysobacter sp.OC7 (99)
Shewanella algae (98)
Lysobacter sp. OC7 (99)
Clostridium bifermentans (99)
Clostridium bifermentans (99)
Shewanella algae (98)
Nitratireducter aquibiodomus (99)
Shewanella algae (98)
Shewanella algae (98)
Shewanella algae (98)
Shewanella algae (98)
Shewanella algae (98)

a-Proteobacteria
Firmicutes
g-Proteobacteria
g-Proteobacteria
Firmicutes
a-Proteobacteria
a-Proteobacteria
a-Proteobacteria
a-Proteobacteria
a-Proteobacteria
g-Proteobacteria
a-Proteobacteria
g-Proteobacteria
a-Proteobacteria
a-Proteobacteria
Synergistetes
Bacteroidetes
g-Proteobacteria
g-Proteobacteria
g-Proteobacteria
Synergistetes
g-Proteobacteria
g-Proteobacteria
a-Proteobacteria
Firmicutes
Synergistetes
d-Proteobacteria
g-Proteobacteria
g-Proteobacteria
g-Proteobacteria
g-Proteobacteria
g-Proteobacteria
g-Proteobacteria
Firmicutes
Firmicutes
g-Proteobacteria
a-Proteobacteria
g-Proteobacteria
g-Proteobacteria
g-Proteobacteria
g-Proteobacteria

g-Proteobacteria

Dichos datos indican que estas cepas podrian catalogarse
como nuevas especies bacterianas. Se realizaron estudios
taxondémicos usando el enfoque polifasico, en el que se

consideraron multiples dimensiones como las caracteris-
ticas fenotipicas, genotipicas y quimotaxondémicas (datos

no mostrados).
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La cepa USBA 369, aislada del manantial SC, registré un
porcentaje de similitud del gen ARNr 16S con Aurantimonas
altamirensis de 95 % (Mendes, et al., 2008); esta especie,
aislada de la cueva Altamira en Espafia, se reclasifico
posteriormente como Aureimonas altamirensis (Rathsack,
etal., 2011). Esta cepa es un organismo quimioheterotréfico,
Gram-negativo, movil, aerobio facultativo y halotolerante
(Figura 6). Debido a sus caracteristicas genotipicas,
fenotipicas y quimotaxon0micas Se Propuso como una
nueva especie del género Aurantimonas, denominada
Aurantimonas salsifontis (Diaz-Cérdenas, et al., 2015, en
preparacion), aunque también presenta una gran similitud
con miembros de los géneros Aureimonas (Rathsack, et al.,
2011) y Rhizobium. El género Aurantimonas hace parte del
orden Rhizobiales y, debido a las nuevas clasificaciones de
las especies antes pertenecientes al género, a la fecha solo la
especie tipo Aurantimonas coralicida (Denner, et al., 2003),
aislada de muestras de corales, hace parte del género.

El bajo porcentaje de similitud de la secuencia del ARNr
16S de la cepa USBA 355 (Figura 7) con organismos
del género Thalassobaculum (90 % de similitud) y las
diferencias fenotipicas encontradas indican que la cepa
USBA 355 podria catalogarse como un nuevo género de
la familia Rhosdospirillaceae, a la cual pertenece el género
Thalassobaculum, el mas cercano a esta cepa. El analisis
polifasico (datos no mostrados) mostrd que, efectivamente,
la cepa USBA 355 se identifica como un nuevo género de

Figura 6. Micrografia electronica de tincion negativa de la cepa
USBA 369.
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Figura 7. Micrografia electronica de la cepa USBA 355. Tincion
negativa que permite evidenciar la morfologia celular.

la familia Rhosdospirillaceae denominado Tistlia; la especie
ha sido denominada Tistlia consotensis (Diaz-Cardenas,
et al., 2010b) por su relacion con el sitio de aislamiento,
el manantial SC. El analisis proteogendémico hecho para
dilucidar los mecanismos de adaptacién a condiciones
de salinidad variables como las de este manantial mostr6
que hay una expresion diferencial de proteinas cuando
el organismo crece en habitats donde hay ausencia de
cloruro de sodio o altas concentraciones de este compuesto
comparadas con la concentracion promedio (Rubiano-
Labrador, et al., 2014).

El analisis preliminar de la secuencia del ARNr 16S
de la cepa USBA 82 indicé que esta relacionada con
Dethiosulfovibrio peptidovorans (94 % de similitud) del
filo Synergistetes (Jumas-Bilak, et al., 2009), el cual
incluye los géneros Dethiosulfovibrio, Synergistes,
Anaerobaculum, Aminobacterium, Thermanaerovibrio,
Aminomonas, Thermovirga, Aminiphilus, Jonquetella y
Cloacibacillus (Rees, et al., 1997, Baena, et al., 1998,
Baena, et al., 1999a; Baena, et al., 1999b; Dahle &
Birkeland, 2006, Diaz, et al., 2007, Jumas-Bilak, et al.,
2007, Ganesan, et al., 2008), cuya principal caracteristica
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es su capacidad para degradar aminoacidos en condiciones
anaerobias (Vartoukian, et al., 2007). El analisis polifasico
demostré que la cepa aislada correspondia a una nueva
especie del género Dethiosulfovibrio, que se denomind
Dethiosulfovibrio salsuginis (Figura 8) (Diaz-Cardenas,
et al., 2010a).

En términos generales, la caracterizacion fenotipica de los
microorganismos aislados, que incluyo la determinacion del
rango 6ptimo de salinidad (medida como concentracion de
cloruro de sodio), demostrd que aunque los tres manantiales
presentaban una salinidad incluso mas alta que la reportada
para ambientes marinos, la mayoria de las cepas aisladas no
tenia un requerimiento especifico del ion Na*, ni siquiera
aquellas estrechamente relacionadas con organismos de
ambientes marinos que requieren de este i6n, tales como
Stappia (Lai, et al., 2010), Labrenzia (Biebl, et al., 2007),
Roseovarius (Biebl, et al., 2005), Thioclava (Sorokin,
et al., 2005) y Vibrio. También vale la pena resaltar que a
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Figura 8. Micrografia electronica de la cepa USBA 82. Tincion
negativa que permite evidenciar la morfologia celular y la presencia
de flagelos laterales.
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pesar del elevado pH del manantial LC, que oscila entre 8,4
y 9,8 (lo cual lo diferencia de los otros dos manantiales),
ninguno de los organismos aislados se relacioné con
organismos alcalofilos. Estos resultados difieren de los
obtenidos en otros ambientes salinos alcalinos, en los
cuales se han aislado principalmente organismos del filo
Firmicutes relacionados con bacterias Gram positivas
de bajo contenido de G+C pertenecientes a los géneros
Bacillus, Paenibacillus, Alkalibacillus, Exiguobacterium,
Planococcus, Enterococcus y Vagococcus (Joshi, et al.,
2008). Un elemento comun en los tres manantiales fue el
aislamiento de organismos relacionados con los géneros
Vibrio y Lysobacter, mientras que los organismos del
género Caenespirillum y Prolixibacter solo se aislaron de
los manantiales SC y LC; los organismos de los géneros
Desulfovibrio, Shewanella y Clostridium, de los manantiales
SCy SP, y los organismos del género Dethiosulfovibrio, de
los manantiales LC y SP (Figura 9).

Este estudio constituye uno de los pocos desarrollados
en Colombia sobre la composicion de las comunidades
microbianas de manantiales polisalinos y eusalinos que
fluyen a partir de aguas subterraneas con mas de 50 afios
de antiguedad. La biodiversidad microbiana de estos
manantiales salinos incluye organismos halotolerantes
de clase alfaproteobacteria, deltaproteobacteria y gama-
proteobacteria Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria
y Synergistetes y presentan una gran heterogeneidad
fenotipica con respecto a los organismos mas relacionados

Roseovarius Pleomorphomonas
Thalassospira Gluconacetobacter
Thalassobaculum ~Aurantimonas

Labrenzia Pseudomonas
Stappia Cellulomonas
Thioclava

Nitratireductor
Providencia

SP

Oceanibaculum

LC

Figura 9. Diagrama de Venn que muestra la afiliacion taxonémica
de las cepas aisladas en los manantiales Salado de Consota, La
Cristalina y Salpa.
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filogenéticamente. En los manantiales SC y LC se
aislaron cepas bacterianas relacionadas principalmente
con organismos haldfilos de ambientes marinos. Por el
contrario, la composicion microbiana del manantial SP
fue bastante heterogénea y se relaciond con organismos
halotolerantes y haldfilos de agua dulce, sedimentos de
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lagunas de cristalizacion, manantiales sulfurosos marinos,
estuarios y suelo. Estos manantiales albergan una diversidad
microbiana desconocida que representa un reservorio
de diversidad genética inexplorada y podria ser fuente
de enzimas, metabolitos y rutas metabdlicas de interés
ecoldgico y biotecnolégico.

Informacion suplementaria

Figura 18. Ubicacion geografica de los manantiales Salado de
Consota, La Cristalina y Salpa en el mapa de Colombia

Tabla 1S. Sondas de oligonucle6tidos usadas en este estudio para
la deteccion de organismos.

Tabla 2S. Caracterizacion isotopica del agua de los manantiales
estudiados

Figura 2S. Composicion de isotopos estables con respecto a la
linea metedrica mundial SMOW.
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Resumen

En la zona fética del embalse Riogrande 1l se analiz la distribucion de la biomasa zooplanctdnica en las escalas
espacial (longitudinal - vertical) y temporal en funcion de los gradientes de estado tréfico, de biomasa algal y de la
precipitacion. Los cladéceros dominaron la biomasa, debido a la alta contribucién de Bosmina freyi, seguidos de
los copépodos y rotiferos. La biomasa de especies de microcrustaceos se asocid a la estacion de muestreo eutrofica
y de mayor biomasa algal, mientras que la biomasa de especies de rotiferos estuvo ligada a las estaciones de menor
estado trofico. La mayor biomasa de microcrustaceos fue en la temporada de mayor estado trofico y la de rotiferos
en la de mayor precipitacion. En el gradiente vertical, la menor biomasa de todos los grupos fue en subsuperficie,
zona que tendio a ser evitada por la mayoria de especies, durante los periodos de muestreo. La expresion de biomasa
zooplanctonica en el eje longitudinal y en la escala temporal, respondié principalmente al gradiente de estado trofico
y de biomasa algal, y en el eje vertical posiblemente a depredacion. Aunque esta respuesta no dependié del habito
trofico de las especies, probablemente por la oferta trofica diversa del embalse y por la plasticidad alimenticia de las
especies, si fue diferente entre microcrustaceos y rotiferos.

Palabras clave: rotiferos, microcrustaceos, biomasa, estado trofico, Bosmina freyi.
Response of the zooplankton biomass to the gradient of trophic status, and rainfall of a tropical reservoir
Abstract

The distribution of the zooplankton biomass in the spatial (longitudinal- vertical) and temporal scales based on
the gradients of trophic status, algae biomass and the rainfall was analyzed in the photic zone of the reservoir
Riogrande I1. Cladocerans dominated the biomass due to the large contribution of Bosmina freyi, followed by
copepods and rotifers. Biomass of species of microcrustaceans was associated to the most eutrophic sampling
station related to highest algae biomass, whereas biomass of species of rotifers was linked to stations of lower
trophic status. Highest biomass of microcrustacean was in the season of greatest trophic status whereas highest
biomass of rotifer was related to the strongest rainfall season. In the vertical gradient, lowest biomass of all
groups occurred in the subsurface. This zone tended to be avoided by most species during the sampling seasons.
The expression of zooplankton biomass in the longitudinal axis and the temporal scale mainly responded to the
gradient of trophic status and algae biomass, and in the vertical axis possibly responded to predation. Although,
this response did not depend on the trophic habit of the species probably due to the diverse trophic offer of
the reservoir and the alimentary plasticity of these species, it was clearly different between microcrustaceans
and rotifers.

Key words: Rotifers, microcrustaceans, biomass, trophic state, Bosmina freyi.

Introduccion Rietzler & Tundisi, 1989). Mientras grupos como rotiferos
y protozoarios contribuyen significativamente en densidad,

La biomasa de las poblaciones de zooplancton es una pero tienen una baja representatividad en biomasa, los de

variable fundamental para entender el papel ecoldgico
de cada grupo de esta comunidad y es considerada una -
; sz 4 : : ; *Correspondencia:
eStIm.a'Clon mas realista y precisa q.ue la densidad ?n Silvia Lucia Villabona Gonzélez, silvillabo81@gmail.com
estudios de estructura, debido al amplio rango de tamafio Recibido: 26 de febrero de 2015
de las especies zooplancténicas (Matsumura-Tundisi, Aceptado: 17 de junio de 2015
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mayor tamafio, copépodos y claddceros, pueden contribuir
en forma importante a la biomasa (Bonecker, Nagae,
Bletller, Machado & Lansac-Toha, 2007).

Teniendo en cuenta que un gradiente ambiental es un cambio
gradual en los factores bidticos y abioticos a través del tiempo
y el espacio y que la ocurrencia o abundancia de una especie
a lo largo de éste, sigue la ley de tolerancia de Shelford
(Odum, 1971), la expresion de biomasa del zooplancton
estara determinada por la existencia de los gradientes
ambientales dentro de un ecosistema, en especial de estado
trofico (Corgosinho & Pinto-Coelho, 2006; Echaniz, Vignatti,
Cabrera & José de Paggi, 2012). Estudios sobre el impacto
que causa la eutrofizacion en la abundancia y composicion
del zooplancton son frecuentes en limnologia (Pinto-Coelho,
Pinel-Alloul, Méthot & Havens, 2005; Corgosinho & Pinto-
Coelho, 2006; Bonecker, Nagae, Bletller, Machado &
Lansac-T6ha, 2007). Sin embargo, pocos trabajos analizan
la respuesta de la biomasa al gradiente de eutrofizacion en
las escalas longitudinal y temporal.

El gradiente longitudinal en los embalses, creado por los
procesos de transporte, esta influenciado por el régimen
de precipitacion y las actividades antropogénicas en las
cuencas y puede generar diferencias en el estado tréfico
y por ende en la dominancia de grupos y / o de especies
tanto de fitoplancton como de zooplancton (Sampaio,
Rocha, Matsumura-Tundisi, Tundisi, 2002). De acuerdo
con Marzolf (1990), los cambios graduales de la biomasa
zooplanctonica a lo largo del eje longitudinal de los embalses
estan relacionados con la velocidad de los flujos de agua y el
ingreso de materiales (arcilla, nutrientes, carbono organico
disuelto y microflora) y segun el factor preponderante, las
poblaciones se concentraran en determinada zona.

Debido a que esta dindmica también genera gradientes
ambientales en el eje vertical de estos sistemas (Santos,
2009), frecuentemente las especies exhiben patrones hetero-
géneos de segregacion a lo largo del gradiente luminico en la
zona fotica. En esta zona, con la mayor produccion algal, el
zooplancton exhibe su patrén tipico de localizacion vertical
(Alvarez, 2002). El efecto combinado del clima luminico,
la temperatura, el oxigeno disuelto, la disponibilidad de
alimento y la depredacidn, puede ser el principal factor
de fuerza en la estructuracion vertical de esta comunidad
(Wissel & Ramacharan, 2003).

Diversos estudios han indicado el efecto de la estaciona-
lidad de los factores ambientales sobre el zooplancton
en los embalses (Simdes & Sonoda, 2009; Merayo &
Gonzélez, 2010). De acuerdo con Tundisi & Matsumura-
Tundisi (2008) en los sistemas tropicales, las variaciones
temporales de sus poblaciones dependen principalmente de
las lluvias y del viento. Sin embargo, es probable que la
influencia de las variaciones climaticas reportada por estos
autores no sea generalizable para el zooplancton de todos
los sistemas tropicales.

Respuesta de la biomasa zooplactonica al gradiente ambiental

Desde la década de los setenta la construccion de embalses
en Colombia se aceleré considerablemente (Gaviria,
1992; Roldan & Ramirez, 2008). Sin embargo, hoy en dia
se dispone de muy poca informaciéon sobre la dinamica
horizontal y temporal de la biomasa del zooplancton en
estos ecosistemas en Colombia (Herrera, 1993; Estrada-
Posada, 1999; Monroy, 2008; Guevara, Lozano, Reinoso
& Villa, 2009), e incluso no hay informacion sobre la
dinamica vertical de la biomasa zooplanctonica de embalses
colombianos.

En la presente investigacién se plantearon las siguientes
preguntas y sus respectivas hipotesis

1) (Cémo se estructura la comunidad zooplanctdnica del
embalse Riogrande Il en las escalas espacial (longitudinal)
y temporal en relacion con el gradiente de estado trofico,
biomasa fitoplanctonica y pluviosidad? Si la expresion
de biomasa y la dominancia de especies del zooplancton
de acuerdo con su habito trofico responden al gradiente
de estado trofico, biomasa fitoplanctonica y pluviosidad,
entonces en las estaciones eutréficas y de mayor biomasa
fitoplanctonica y en las temporadas de mayor precipitacion
y caudal esta comunidad presenta su maxima biomasa y
estd dominada por rotiferos detritivoros y depredadores,
cladoceros microfiltradores y copépodos depredadores. En
las estaciones oligo y mesotroficas y con menor biomasa
algal y en épocas de menor pluviosidad y caudal, la biomasa
de la comunidad se reduce y se incrementa la dominancia de
rotiferos, claddceros y copépodos filtradores.

2) ¢(Cémo es la distribucion vertical de la biomasa
zooplanctdnica a lo largo de la zona fética del embalse
Riogrande II? Si la seleccion de profundidad por el
zooplancton dentro de la zona fotica responde a la
disponibilidad de luz, oxigeno disuelto y biomasa algal,
entonces la acumulacion de biomasa zooplancténica es
menor en la subsuperficie (0,2 m aproximadamente), donde
predominan rotiferos y cladéceros de pequefio tamafio;
mientras que al 10 y al 1% de irradiacion (lo) es mayor y
esta dominada por claddceros y copépodos de gran tamafio.

Materiales y métodos

El embalse Riogrande Il se sitda al Nor-oriente de Colombia
en la cuenca del rio Grande (6° 33’ 50”- 6° 28’ 07" N y los
75°32°307- 75°26° 10" O). Tiene un volumen total hasta la
cota de vertedero (2270 m) de 240 millones de m3, un &rea
media de 1214 ha, profundidades maximay media de 42,0y
37,9 m, longitud méaxima de 10 km y su tiempo de retencion
es de 72,8 dias en promedio. Su aprovechamiento mdultiple
incluye generaciéon hidroeléctrica y suministro de agua
potable (Loaiza-Restano, Ramirez-Restrepo, Echenique,
Vallejo & Ortiz, 2011).

El embalse esta formado por el represamiento de las aguas de
los rios Grande y Chico y por la quebrada Las Animas (Figura
1). El rio Grande entra al embalse repartiendo su volumen
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Figura 1. Mapa del embalse Riogrande Il (Antioquia), Colombia,
con la localizaciéon de las cinco estaciones de muestreo y la
precipitacion media (mm) desde septiembre 2011 a abril 2012.

principalmente sobre el brazo del rio Chico, aumentando el
tiempo de residencia del agua y demorando el paso de los
aportes hacia el interior del embalse (Franco, 2011).

Desde septiembre de 2011 a abril de 2012, se realizaron
muestreos mensuales en cinco estaciones localizadas en las
areas de influencia de los tres afluentes mas importantes
del embalse. El estudio incluyd periodos con niveles de
precipitacion altos (septiembre, noviembre-diciembre 2011;
marzo-abril 2012), medios (octubre 2011) y bajos (enero-
febrero 2012) (Figura 1). La numeracion de las estaciones
de muestreo sigue la codificacion fijada por el programa
“Estudio de la problematica ambiental de tres embalses
de empresas publicas de Medellin para la gestion integral
y adecuada del recurso hidrico” (Palacio-Baena, Herrera-
Loaiza, Lopez-Mufioz, Palacio-Betancourt & Rodriguez,
2013; Toro, Moreno, Chalarca & Grajales, 2013).

En cada una de las estaciones seleccionadas se midieron in
situ la transparencia (profundidad del disco de Secchi) y la
temperatura del agua, la conductividad eléctrica y el % de
saturacion de oxigeno disuelto, con un perfilador CTD SBE
25 SeaBird Electronics. Se tomaron muestras de agua en la
subsuperficie, al 10 y al 1% de irradiacion para analisis en
laboratorio de los ortofosfatos (mg P-PO,*/L) mediante el
método colorimétrico-acido ascorbico (4500-P-E, APHA-
AWWA-WEF 2005), y la clorofila a se midié por medio un
Fluorometro FluoroProbe bbe-Moldaenke.

La informacion de la precipitacion (estos datos corresponden
al promedio de los valores registrados una semana anterior
al muestreo y en la semana de muestreo), los caudales de
los tributarios, los vertidos y captados, las variables fisicas
y quimicas y de la clorofila a, fue generada por el programa
“Estudio de la problematica ambiental de tres embalses de
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empresas publicas de Medellin para la gestion integral y
adecuada del recurso hidrico” (Tabla 1) (Palacio-Baena et
al., 2013; Toro et al., 2013).

El estado trofico de las estaciones y de las temporadas, se
establecié con base en el indice de estado trofico promedio
ponderado de Carlson (IET) modificado por Toledo,
Talarico, Chinez & Agudo (1983):

e IET(Ds) + 2[IETClLa + I[ETPT + IETP SR
a 7

Ds = transparencia Secchi, Cl.a = clorofila a, PT = fosforo
total, PSR = fosforo soluble reactivo. La regla de decision
es: IET < 44 = oligotrofico; 44 < IET<54 = mesotrofico e
IET > 54 = eutrdfico.

Mediante arrastres verticales con una red de zooplancton
de 40 pum de luz de malla, en la zona fética (0,10 - 5,90
m) se tomaron muestras para analisis de biovolumen y
peso seco, que fueron fijadas con formaldehido al 4%
(v/v, concentracion final) (Azevedo, Dias, Magalhdes &
Bonecker, 2012). Para el analisis de densidades, se filtra-
ron 35 litros de agua proveniente de tres profundidades
(subsuperficie, 10 y 1% de lo) a través de un tamiz de 40 um
de luz de malla. Estas muestras se preservaron con solucion
Transeau en proporcion 1:1 (Estrada-Posada, 2007) y fueron
depositadas en la coleccion de Limnologia de la Universidad
de Antioquia, CLUA 035. Usando un microscopio optico y
una camara de Sedgwick-Rafter se contaron tres submuestras
de 2 ml que contenian cada una como minimo 80 individuos
adultos (Bottrell et al., 1976).

El biovolumen de las especies de rotiferos se calculd con
base en las férmulas geométricas mas semejantes a la forma
del cuerpo de cada especie (Ruttner-Kolisko, 1977). Con
una camara SAMSUNG PROFESIONAL SCC-130B/131B
se fotografiaron aleatoriamente 30 individuos de cada
especie. Estas fotografias se analizaron con el programa
MICRO-MANAGER-1.4, en el cual se tomaron las medidas
de longitud y ancho del cuerpo, sin tener en cuenta los
apéndices, pues estos se establecieron usando ecuaciones
especificas para ellos. Los valores de biovolumen fueron
convertidos en peso himedo, suponiendo que 10° pm?
equivalen a 1 pg de peso himedo (Bottrel et al., 1976) y el
peso seco fue estimado como el 10% del peso himedo (Pace
& Orcutt, 1981), excepto para las especies de Asplanchna
(3,9%; Dumont, Van De Velde & Dumont, 1975).

La biomasa de microcrustaceos se estimo a partir del
método del peso seco (Dumont et al., 1975). Para establecer
los modelos de regresion longitud-peso se pesaron en una
balanza analitica (aproximacion 1 pg) un nimero variable
de individuos de las especies que presentaron minimo 5 g
para un conjunto de individuos de cada clase (Dumont et
al., 1975). El intervalo entre clases de tamafio se estimo de
acuerdo con las recomendaciones de Bird & Praire (1985) y
del nimero de individuos en las muestras. Antes del pesaje
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Tabla 1. Valores medios de las variables ambientales y la clorofila a usadas en los analisis de ordenacion de la zona fética del embalse

Riogrande I1.
Fecha Estacion Temperatura Saturacién de Transparencia Conductividad Ortofosfatos ~ Clorofilaa Indice estado Precipitacion
del agua (°C)  oxigeno (%) (m) eléctrica (uS/em)  (mg P-PO,%/L) (Mg/L) trofico (mm)
El 21,31 80,92 0,76 53,09 0,11 22,72 64,23
E3 20,46 86,25 1,41 39,77 0,08 17,72 58,36
Sep/11 E4 20,17 79,25 1,76 34,53 0,03 15,47 52,68 5,97
E5 20,69 88,10 1,35 37,53 0,06 21,54 57,05
E7 21,87 83,03 1,14 43,53 0,06 22,50 57,61
El 20,79 94,51 0,79 40,27 0,04 24,32 58,22
E3 19,98 92,26 1,37 36,13 0,02 13,66 47,84
Oct/11 E4 19,33 85,78 2,19 30,82 0,00 7,20 35,76 3,03
Eb 19,41 93,97 1,99 32,67 0,00 9,81 39,44
E7 19,62 93,92 1,27 33,77 0,01 18,61 48,94
El 18,79 84,36 133 39,74 0,03 13,77 52,72
E3 18,84 83,44 1,66 39,24 0,02 14,02 48,58
Nov/11  E4 18,41 77,70 1,98 29,56 0,01 10,38 40,21 544
E5 18,65 77,14 1,68 34,54 0,01 12,46 43,87
E7 18,63 74,12 1,36 34,83 0,01 16,33 46,10
El 19,62 84,30 1,21 39,08 0,01 17,23 47,25
E3 18,99 85,15 1,35 39,47 0,01 20,40 47,57
Dic/11 E4 18,46 59,36 2,10 32,92 0,01 8,62 40,93 6,29
Eb 18,55 61,67 1,73 35,97 0,01 14,65 47,75
E7 18,47 78,32 1,05 33,47 0,01 23,71 47,32
El 20,00 95,04 1,23 42,98 0,03 24,26 53,50
E3 19,52 95,91 1,46 38,49 0,00 26,62 43,57
Ene/12 E4 19,24 91,77 1,77 il 0,01 20,16 42,76 1,73
E5 19,25 87,59 1,45 35,59 0,00 20,16 41,02
E7 18,90 88,71 1,19 35,42 0,01 19,42 45,43
El 21,67 84,52 0,90 49,30 0,06 35,93 60,44
E3 20,83 89,64 1,53 42,87 0,00 28,15 43,83
Feb/12 E4 21,00 84,49 131 43,70 0,00 20,14 40,65 0,00
E5 20,93 97,81 1,43 43,37 0,00 24,86 43,76
E7 19,99 95,51 1,37 39,32 0,01 24,78 44,21
El 20,50 92,17 0,77 47,53 0,02 32,95 56,35
E3 19,62 90,27 1,69 42,31 0,01 8,29 41,59
Mar/12 E4 19,50 94,52 1,55 37,61 0,00 15,29 41,40 6,86
E5 19,58 90,59 1,62 40,29 0,01 12,42 43,99
E7 18,74 77,55 1,05 36,91 0,01 19,49 45,58
El 19,97 69,12 0,75 50,57 0,01 37,54 49,40
Abr/12 E8 19,85 81,50 1,02 43,48 0,00 42,99 43,65 748
E5 19,40 79,75 1,37 39,23 0,00 17,93 40,22
E7 18,97 64,19 1,05 39,10 0,00 34,69 44,42
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se removieron huevos, embriones y envolturas gelatinosas
(Dumont et al., 1975). Los individuos fueron lavados en
agua destilada durante 1 hora y posteriormente transferidos
a moldes de papel aluminio (secados previamente a 60°C
por 30 minutos) y pesados. Posteriormente, el material de
los moldes se expuso a 60°C durante 24 horas y luego, se
dejé enfriar en un desecador durante una hora antes del
pesaje final por triplicado para obtener un promedio. El peso
seco se determin6 mediante la diferencia entre el peso final
y el peso inicial de la muestra y este valor se dividié por el
numero de organismos, con el fin de determinar el peso seco
de un individuo promedio de la especie o grupo seleccionado
(Blettler & Bonecker, 2006).

El tamafio de los claddceros se tomé desde la extremidad
inicial de la cabeza hasta la porcion final del caparazon,
usando una reticula micrométrica de 10 um de precision,
adaptada al ocular del microscopio (aumento de 100x). Los
copépodos se midieron desde la margen anterior de la cabeza
hasta la porcion final del urosoma y los nauplios desde la
margen anterior hasta la margen posterior del cuerpo (largo
total, sin considerar la setas furcales). En la medicion de los
claddceros no se incluyeron ni el yelmo, ni los apéndices, ni
las espinas (Bottrell et al. 1976).

El peso seco de las especies que no fueron pesadas se
estim6 mediante ecuaciones de regresion longitud-peso seco
propuestas en la literatura (Castilho & Arcifa, 2007; Azevedo
et al. 2012; Rodriguez-Zambrano & Aranguren-Riafio (com.
pers.), seleccionando al azar 30 individuos de cada especie
para medir su longitud (Mc Cauley, 1984). Las especies que
no alcanzaron los 30 individuos fueron medidas conforme a
su ocurrencia. La biomasa (ug/L) se calculé6 multiplicando
la densidad (ind/L) por el peso individual (ng-peso seco).

La significancia de las diferencias de biomasa total y de cada
grupo entre estaciones, profundidades y periodos se evalu6
con los datos transformados con In, mediante analisis de
varianza ANOVA de una via y de Kruskal y Wallis cuando
no se cumplieron los supuestos de normalidad de residuos
y homogeneidad de varianzas. Cuando se encontraron dife-
rencias significativas, se aplicaron las pruebas de Tukey y
de U de Mann Whitney para la comparacién de las medias
y las medianas, respectivamente. Inicialmente se realizaron
ANOVAs de dos vias (fecha-estacion, fecha-profundidad,
profundidad-estacién); sin embargo, las interacciones
no fueron significativas. Los analisis se realizaron con el
software R.x64 2.15.2 (R Development Core Team, 2008).

Para estimar la longitud del gradiente de la biomasa del
zooplancton se emple6 un Analisis de Correspondencia Sin
Tendencia (Detrended Correspondence Analysis, DCA, por
sus siglas en inglés) por segmentos (Hill & Gauch, 1980) con
la biomasa de 23 especies. De acuerdo con los resultados de
este analisis, se decidio realizar una ordenacion de gradiente
directo por Analisis de Redundancia (Redundancy Analysis,
RDA, por sus siglas en inglés) como el método mas robusto

378

Rev. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat. 39(152):374-388, julio-septiembre de 2015

para establecer las variables ambientales determinantes en
los patrones de distribucion de la biomasa de especies y se
utilizd la prueba de Monte Carlo con 999 permutaciones para
determinar la significancia de los 15 predictores analizados
(p< 0,05) (Lep$ & Smilauer 2003). Todos los datos fueron
transformados con (log (1Y + 1)). Las ordenaciones se
realizaron con el programa CANOCO version 4.5 (Ter Braak
& Smilauer, 2002).

Mediante el paquete “candisc” para R se realizd un Analisis
Discriminante Canonico Generalizado con la biomasa de
las especies entre profundidades. Se calcularon las pun-
tuaciones y los vectores candnicos para la representacion
grafica de las funciones discriminantes candnicas mas
importantes en términos de varianza explicada, permitiendo
asi la interpretacién mas simple en el espacio canonico de
diferenciacion entre la biomasa de las especies y la matriz
ambiental (Friendly, 2007).

Resultados

La biomasa total de zooplancton alcanzé un valor medio de
257,43 pg/Ly varié ampliamente (CV = 141,13%), entre
1,12 pg/L en la subsuperficie de la estacion 4 en diciembre
2011y 2325,63 pg/Len el 10% lo de la estacion 1 en marzo
2012. Mientras los claddceros con el 78,09% (0,70-1812,37
pg/L) dominaron la biomasa, los copépodos alcanzaron el
15,41% (0,29-320,87 pg/L) y los rotiferos el 6,50% (0,13-
266,17 pg/L) (Tabla 1S, http://www.raccefyn.co/index.php/
raccefyn/article/downloadSuppFile/203/1012 y Figura 2).

Bosmina freyi (De Melo y Hebert, 1994) contribuyé en un
alto porcentaje (60,57%) a la biomasa, Daphnia gessneri
(Herbst, 1967) aporté el 10,79%, Asplanchna girodi (de
Guerne, 1888) el 5,64%, Arctodiaptomus dorsalis (Marsh,
1907) el 5,33%, los copepoditos de Calanoida el 4,79%,
Chydorus sphaericus (Muller, 1776) el 3,21%, los nauplios
de Calanoida el 3,18% y Diaphanosoma birgei (Korinek,
1981) solo el 2,51%. Las demas especies contribuyeron con
menos del 1% de la biomasa.

Independiente de la profundidad, los cladéceros dominaron
la biomasa y los rotiferos presentaron el menor aporte (Tabla
1S y Figura 2). Adicionalmente, la relacion entre cada uno
de los grupos y la biomasa fitoplanctonica fue menor en
la subsuperficie que en el 10 y 1% de lo, al igual que las
relaciones biomasa de copépodos adultos: biomasa nauplios,
y biomasa de claddceros de gran porte (D. gessneri, Daphnia
ambigua (Scourfield, 1947) y Daphnia cf. pulex (Leydig,
1860)): biomasa de claddceros de pequefio porte (B. freyi y
C. sphaericus) (Figura 3).

De acuerdo con las pruebas de Kruskal y Wallis y de U,
la biomasa total mostr6 diferencias significativas entre
estaciones. Mientras en la estacion 1 (riberefia) la biomasa
presentd el mayor valor, en las estaciones 4 y 5 (cercanas a
la quebrada Animas) se cuantificaron los valores minimos.
El ANOVA vy la prueba de Tukey mostraron diferencias
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Figura 2. Biomasa del zooplancton en cinco estaciones y a tres profundidades en la zona fética del embalse Riogrande 11 (Antioquia),
Colombia. Las profundidades del 10% y 1% corresponden al porcentaje de extincion de luz en la columna de agua. *No6tese el cambio de
escala en la estacion 1.
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Figura 3. Relaciones entre los grupos de zooplancton y la biomasa fitoplanctonica, biomasa de copépodos adultos/nauplios y biomasa de
claddceros de gran porte/cladoceros de pequefio porte en la zona fética del embalse Riogrande 11 (Antioquia), Colombia.

de la biomasa a través del eje vertical de la zona fética, la biomasa fue menor en diciembre 2011 (137,97 pg/L) y
debido a valores medios significativamente menores en la mayor en septiembre 2011 (373,34 pg/L) y marzo 2012
subsuperficie (144,90 pg/L) que en el 10% (298,92 pg/L) (485,45 pg/L), no se registraron diferencias significativas
y en el 1% de lo (328,46 pg/L). Aunque el promedio de (Figura 4).
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Figura 4. Diagramas de cajas de la biomasa del zooplancton (ug/L) en
B, C = resultados pruebas de Tukey y de U.

La biomasa de cladéceros mostréd un patrén similar al de
la biomasa total en el tiempo y en el espacio, debido a su
notable dominancia durante todo el periodo de estudio y en
consecuencia, mostro solo diferencias significativas entre
estaciones y profundidades y no en el tiempo (Figura 4). Esta
patron fue fundamentalmente el resultado del comporta-
miento de la biomasa de B. freyi, la especie dominante.

De acuerdo con las pruebas de Kruskal y Wallis y de U,
la biomasa de los copépodos también present6 diferencias
significativas entre estaciones. En las estaciones 1 y
7 (riberefias) las biomasas de copépodos fueron muy
superiores a las encontradas en las demas e incluso, los
elevados valores en la estacién 1 generaron diferencias
significativas con la 7. Los resultados del analisis de
Kruskall y Wallis mostraron diferencias significativas en
la biomasa de los copépodos entre las profundidades y
la prueba de U indic6 que los menores promedios en la
subsuperficie (17,41 pg/L) difieren de los promedios en el
10 % (55,55 pg/L) y en el 1% de lo (46,03). Aunque entre
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muestreos la biomasa promedio fluctu6 entre 14,47 pg/L
en diciembre 2011 y 64,40 ug/L en septiembre 2011, la
variacion no fue significativa (Figura 4).

Aunque la biomasa de rotiferos tendié a ser mayor en las
estaciones 1 y 7 (riberefias), no se diferenci6 significa-
tivamente entre estaciones. Los resultados del ANOVA y
de la prueba de Tukey indicaron diferencias significativas
del promedio de la biomasa de rotiferos entre las tres
profundidades en la zona fética, debido a valores menores
en la subsuperficie (4,75 pg/L) que en el 10% (24,32 pg/L)
y en el 1% de lo (21,26 pg/L). Adicionalmente, el pico
promedio de biomasa en marzo 2012 (59,41 ug/L), asociado
al incremento de A. girodi, fue significativamente diferente
de las hiomasas de septiembre de 2011 y enero, febrero y
abril de 2012 (Figura 4).

Los dos primeros ejes del Analisis de Correspondencia Sin
Tendencia (DCA) presentaron autovalores de A=0,18 y A =
0,14, respectivamene y explicaron 29,40% de la varianza. La
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longitud del gradiente en el primer eje fue 2,23 D.E y en el
segundo 2,20 D.E. De acuerdo con la prueba de Monte Carlo
(499 interacciones), el Analisis de Redundancia Candnica
(RDA) fue significativo para todos los ejes canonicos (F =
5,78, p=0,002, n =117).

De los 15 predictores analizados, el pH, el oxigeno disuelto,
los caudales del rio Grande y del rio Chico y cuatro rela-
cionados con los caudales vertidos y captados, fueron no
significativos y presentaron inflacion de la varianza (VIFs) >
20 (excepto el pH), por lo que fueron excluidos del analisis.

En el RDA, el primer (A = 0,11) y segundo eje (A = 0,07)
explicaron un 17,10% de la varianza total de la biomasa
de las especies de zooplancton y un 63,20% de la varianza
total entre la biomasa de las especies y el ambiente. El
coeficiente de determinacion (12), tanto para el eje 1 (0,76)
como para el eje 2 (0,82), mostré alta correlacion entre el
ambiente y la biomasa de especies, que estuvo explicada
significativamente (p < 0,05) por la temperatura del agua, la
conductividad eléctrica, los ortofosfatos, la precipitacion, el
IET, la transparencia y la clorofila a (Tabla 2).

El primer eje del RDA revel6 que la distribucién de la
biomasa de las especies entre las zonas del embalse estuvo
determinada principalmente por la transparencia, relacionada
de forma negativa al eje, y por el indice de estado trofico
(IET), los ortofosfatos y la clorofila a, relacionados de forma
positiva. El eje 1 del grafico bidimensional del RDA (Figura 5
a) muestra un gradiente de estado tréfico, dentro del cual en el
cuadrante positivo se ubican las especies que mas aportan a la
biomasa como B. freyi, A. dorsalis, los nauplios y copepoditos
de Calanoida, D. gessneri, C. sphaericus y D. birgei, junto
con los copepoditos de Cyclopoida, Metacyclops leptopus
(Kiefer, 1927), Trichocerca similis grandis (Hauer, 1965),
T. similis similis (Wierzejski, 1893) y Daphnia cf. pulex
que se asociaron a la estacion riberefia del rio Chico (1), de
condiciones eutroficas y mayor biomasa fitoplanctonica.

En la mitad del gradiente se encuentran los rotiferos A.
girodi, Ascomorphella volvocicola (Plate, 1886), Conochilus
dossuarius (Hudson, 1885), Polyarthra remata (Skorikov,
1896), Ptygura libera (Myers, 1934), el copépodo
Mesocyclops longisetus (Thiébaud, 1912) y los nauplios
de Cyclopoida, que se relacionaron con las estaciones de
caracter mesotrofico, la estacion riberefia del rio Grande (7)
y la zona media del rio Chico (3). En el cuadrante negativo
se ubican los rotiferos Hexarthra intermedia (Wiszniewski,
1929), Filinia opoliensis (Zacharias, 1898), Collotheca
trilobata (Collins, 1872) y Trichocerca cylindrica (Imhof,
1981), de baja contribucidn a la biomasa, que se asociaron
con las estaciones oligo-mesotroficas (4 y 5), de menor
biomasa algal y transparencia maxima (Figura 5 a).

La precipitacion no fue determinante en la dinamica temporal
del estado trofico del embalse, pues solo en septiembre 2011
se presentan condiciones eutrdficas, mientras en los demads
periodos fueron mesotroficas. Sin embargo, es el predictor

Respuesta de la biomasa zooplactonica al gradiente ambiental

Tabla 2. Analisis de Redundancia (RDA) sobre la relacion
entre la biomasa de las especies del zooplancton y las variables
ambientales y la clorofila a en la zona fética del embalse Riogrande
I (Antioguia), Colombia.

Ejes 1 2
Autovalores 0,11 0,07
Correlaciones biomasa-ambiente 0,76 0,82

Varianza acumulada
Especies 10,50 17,10
Especie-ambiente 38,90 63,20

Puntaje especies

Ascomorphella volvocicola 0,17 -0,20
Asplanchna girodi 0,17 -0,29
Collotheca trilobata -0,15 -0,36
Conochilus dossuarius 0,16 -0,53
Filinia opoliensis -0,18 0,00
Hexarthra intermedia -0,19 0,16
Polyarthra remata 0,07 -0,22
Ptygura libera 0,03 0,19
Trichocerca cylindrica -0,12 0,43
Trichocerca similis grandis 0,32 -0,23
Trichocerca similis similis 0,24 -0,19
Bosmina freyi 0,64 -0,03
Chydorus sphaericus 0,45 0,19
Daphnia gessneri 0,31 -0,04
Daphnia pulex 0,25 0,19
Diaphanosoma birgei 0,26 0,39
Arctodiaptomus dorsalis 0,49 0,15
Mesocyclops longisetus 0,18 0,23
Metacyclops leptopus 0,34 -0,13
Copepodito Calanoida (Cope.Cala) 0,58 0,04
Copepodito Cyclopoida (Cope.Cyclo) 0,36 0,36
Nauplio Calanoida (Nau.Cala) 0,67 0,14
Nauplio Cyclopoida (Nau.Cyclo) 0,11 -0,17
Variables ambientales Puntaje

Transparencia F= 12,22; p= 0,002 -0,94 0,14
Precipitacion F= 6,91; p= 0,002 0,14 -0,78
Ortofosfatos F=7,20; p= 0,002 0,65 0,43
Temperatura del agua F= 3,32; p= 0,002 0,33 0,45
Clorofila a F=3,13; p= 0,002 0,61 0,00
Conductividad eléctrica F=2,22; p= 0,028 0,57 0,19
indice de estado trofico (IET) F=1,87; p= 0,048 0,86 0,23

mas importante de la biomasa de especies en el segundo eje
del RDA, al cual se asocia de forma negativa y el que se
denominé “gradiente climéatico”. El aumento en la biomasa
de la mayoria de las especies de rotiferos, en especial de C.
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Figura 5. Diagrama bidimensional del analisis de redundancia (RDA) por estaciones de muestreo (a) y periodo climatico (b), con la
biomasa de las especies del zooplancton, las variables ambientales y la clorofila a en la zona fética del embalse Riogrande I1. IET =

Indice de estado trofico.

dossuarius, C. trilobata, A. girodi y P. remata, del copépodo
M. leptopus y los nauplios de Cyclopoida, se relacioné con el
incremento de la lluvia, y la disminucion de la temperatura
y la transparencia en noviembre y diciembre 2011 y marzo
2012 (Figura 5 b).

En contraste con lo anterior, en los muestreos con menor
precipitacion (octubre 2011, enero y febrero 2012), las
aguas mas calidas y la mayor transparencia favorecieron
los rotiferos de poca contribucién a la biomasa (T.
cylindrica, P. libera y H. intermedia ), los cladéceros D.
birgei y D. pulex, el copepodo Mesocyclops longisetus
y los copepoditos de Cyclopoida. Pocos cladoceros y
copépodos fueron influenciados por los picos maximos
y minimos de la pluviosidad y la mayoria, incluyendo la
especie dominante en biomasa, B. freyi, se asoci6 a valores
mayores del estado trofico y de clorofila a en septiembre
2012 (Figura 5 b).

El andlisis discriminante canénico agrupado por profun-
didades arrojo un porcentaje de clasificacion de 88,03% y
de validacion cruzada de 66,67%. El primer eje explica el
81,13% de la variacion, y el segundo el 18,87%. Aunque
no hay una discriminacion clara entre las profundidades, el
analisis tiende a diferenciar la subsuperficie, donde la biomasa
zooplanctdnica es minima, y s6lo esta asociada parcialmente
la biomasa de los rotiferos P. remata y P.libera, favorecidos
principalmente por la mayor temperatura de esta zona.

La biomasa de los demas taxones se asocia al 1 y al 10% de
lo, donde hubo una mayor concentracion de ortofosfatos.
Dentro de estos, F. opoliensis, los nauplios de Cyclopoida,
A. girodi y especies de gran porte como D. gessneri, A.
dorsalis, D. pulex y Metacyclops leptopus, se relacionaron

382

principalmente con el 1% de lo. La clorofila a presentd una
baja variabilidad entre profundidades y no se asocio6 a la
biomasa de ninguna de las especies analizadas. EI oxigeno
disuelto tuvo alta disponibilidad a lo largo de la zona fética
(% saturacion: minino = 78,94 %; maximo = 92,48%; CV
= 8,41%), con una tendencia de mayor saturacién en la
subsuperficie y el 10% de lo (Tabla 3 y Figura 6).
Discusion

Los microcrustaceos, principalmente los cladoceros, domi-
naron la biomasa zooplanctonica del embalse Riogrande I,
y en particular B. freyi aportd6 mas del 60% de la biomasa
total. B freyi tolera un amplio rango de turbidez y posee
una amplia plasticidad trdfica, pues consume detritos, algas
unicelulares, y bacterias entre 0,5-20 um (Kerner, Ertl
& Spitzy, 2004). De acuerdo con Acharya, Kyle & Elser
(2004) Bosmina puede diferenciar la calidad alimenticia
de las particulas, lo que le confiere una ventaja particular
cuando una alta turbidez mineral interfiere con el pastoreo
de especies menos selectivas.

Por lo anterior, es esperable la ventaja competitiva
y amplia tolerancia de B. freyi en un ambiente como
Riogrande II, altamente turbio (Loaiza-Restano et al.,
2011; Zabala, 2013), con una biomasa algal constituida
por items poco apetecibles para la mayoria de especies
zooplanctonicas como Staurastrum (Hansson & Tranvik,
1996; Palacio-Baena et al., 2013) y con alta presencia de
cianobacterias coloniales como Microcystis wesenbergii
(Komérek) Komarek ex Komarek in Joosen 2006: 209 y
filamentosas como Dolichospermum sp. (Palacio, 2014).
En un embalse eutréfico dominado por las cianobacterias
Cylindrospermopsis raciborskii (Woloszynska, 1912) y
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Tabla 3. Coordenadas de las variables en el primer y segundo eje
del Andlisis Discriminante Canonico Generalizado para la biomasa
de las especies, las variables ambientales y la clorofila a. Modelo
de regresion lineal para las profundidades en la zona fética del
embalse Riogrande Il (Antioquia), Colombia.

Taxon Eje candnico 1
Ascomorphella volvocicola -0,01
Asplanchna girodi 0,21
Collotheca trilobata 0,16
Conochilus dossuarius 0,00
Filinia opoliensis 0,38
Hexarthra intermedia 0,06
Polyarthra remata -0,12
Ptygura libera -0,12
Trichocerca cylindrica 0,12
Trichocerca similis grandis 0,13
Trichocerca similis similis 0,02
Bosmina freyi 0,16
Chydorus sphaericus 0,03
Daphnia gessneri 0,44
Daphnia pulex 0,22
Diaphanosoma birgei 0,11
Arctodiaptomus dorsalis 0,29
Mesocyclops longisetus 0,18
Metacyclops leptopus 0,21
Copepodito Calanoida (Co.Cal) 0,15
Copepodito Cyclopoida (Co.Cyc) 0,19
Nauplio Calanoida (N.Cal) 0,00
Nauplio Cyclopoida (N.Cyc) 0,28
Variables ambientales

Temperatura del agua -0,64
Conductividad eléctrica -0,30
Ortofosfatos 0,11
Clorofila a 0,02
% saturacion de oxigeno -0,32

Microcystisaeruginosa (Kitzing) Kiitzing 1846: 6, Bonecker
et al., (2007) también encontraron que predominaban
pequefios claddceros en la biomasa del zooplancton.

Segun estudios previos (Estrada-Posada, 2007; Zabala,
2013) y los valores del indice de estado trofico (Toledo et
al., 1983), Riogrande Il es un sistema predominantemente
eutrofico, pero con un gradiente de estado tréfico que
evidencia la influencia espacial de los tres tributarios.
Mientras el sector cercano al ingreso de la quebrada Animas
presenta menor enriquecimiento, la zona riberefia del rio
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Figura 6. Primer eje candnico del Analisis Discriminante Canonico
Generalizado para la biomasa de las especies, las variables
ambientales y la clorofila a. Modelo de regresion lineal para las
profundidades en la zona fética del embalse Riogrande I1.

Grande muestra condiciones intermedias de estado tréfico.
Por su parte, en la cola del rio Chico se registran condiciones
eutroficas, que van disminuyendo hacia la zona media.

El valor medio de biomasa zooplancténica en Riogrande |1
(257,4 pg/L) fue similar al reportado por Hart (2011) en
el embalse eutrofico subtropical de Hartbeespoort (292,6
po/L) y ligeramente superior a los valores registrados
por Gonzélez, Matos, Pefaherrera & Merayo (2011)
en el embalse eutrofico La Pereza en Venezuela (121,8
Mg/L) y por Sendacz, Caleffi & Santos-Soares (2006)
y Bonecker et al., (2007) en los reservorios de agua
brasileros de Guarapiranga (218,8 pg/L) e Irai (105,6
Mg/L), respectivamente.

No obstante, tal como lo sefialan Guevara et al., (2009)
para un embalse eutrofico colombiano, la biomasa total del
zooplancton varié ampliamente, con valores desde tipicos
de embalses oligotroficos en la estacion 4, hasta similares a
los registrados en embalses hipereutrdficos en la estacion 1
(Gonzélez et al., 2011).

En especial para los microcrustaceos, varios autores han
encontrado que el zooplancton de embalses tropicales
es afectado por el proceso de eutroficacion y que los
mayores valores de biomasa se registran en los sitios y
periodos con mayor concentracién de nutrientes y biomasa
fitoplanctonica (Pinto-Coelho, Pinel-Alloul, Méthot &
Havens, 2005; Corgosinho & Pinto-Coelho, 2006; Sendacz
et al., 2006; Bonecker et al., 2007). Estrada-Posada (2007)
también hall6 una distribucién heterogénea del zooplancton
en relacion con el gradiente de estado tréfico en Riogrande 11,
con mayores densidades hacia la zona riberefia del rio Chico
(Estacién 1). Sin embargo, al considerar la densidad y no la
biomasa, los rotiferos dominaron en la zona mas cutrofica y
de mayor biomasa algal.
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En Riogrande Il, la biomasa de los microcrustaceos
microfiltradores como los estadios larvales de copépodos,
B. freyi (Kerner et al., 2004) y C. sphaericus -que también
es raspador (Venteld et al., 2002)-, de microcrustaceos
macrofiltradores, como D. gessneri, D. pulex, D. birgei y
A. dorsalis (Locascio de Mitrovich, Villagra de Gamundi,
Juarez & Ceraolo, 2005), de microcrustaceos raptoriales
como M. leptopus leptopus (Andrade, com. pers.), y de los
rotiferos raptoriales T. similis similis y T. similis grandis
(Paggi, 1995), estuvo relacionada con la estacion de mues-
treo y las epocas mas calidas, de mayor estado tréfico y con
mayor biomasa algal.

De acuerdo con Meldo (1999), el aumento de la temperatura
afecta directamente el metabolismo de los organismos,
disminuye los tiempos de desarrollo e incrementa las tasas
de crecimiento poblacional. En cuanto a la biomasa algal,
Amarasinghe, Vijverberg & Boersma (1997) reportan que
en numerosos lagos y embalses templados, subtropicales
y tropicales, los microcrustaceos también exhiben una
correlacion positiva con esta. No obstante, la gama amplia
de habitos troficos muestra que ademas de las algas,
otros componentes como los detritos, las bacterias y el
zooplancton pequefio pudieron favorecer la acumulacion
de biomasa de las especies (Corgosinho & Pinto, 2006),
pues en estas condiciones no existe limitacién de alimento
para el zooplancton (Gonzalez, Matsumura-Tundisi &
Tundisi, 2008).

A diferencia de los microcrustaceos, la biomasa de los
rotiferos se relaciond con las zonas de menor estado trofico
y biomasa algal. Los habitos troficos de la mayoria de
estas especies no estan restringidos al consumo de algas,
pues pueden ser detritivoros como P. libera, C. dossuarius,
H. intemedia y F. opoliensis (Nogrady, Wallace & Snell,
1993), depredadores como T. cylindrica (Paggi, 1995) y
C. trilobata (Meksuwan, Pholpunthin & Segers, 2013) y
forrajeros 6ptimos como A. girodi (Giraldo, 2010).

En algunos sistemas se ha encontrado que los detritos
pueden ser una forma importante de alimento para el zoo-
plancton (Pinto Coelho et al., 2005) y en particular para los
rotiferos cuando el fitoplancton se encuentra en menores
concentraciones (Merayo & Gonzélez, 2010), pues no solo
las algas satisfacen todos sus requerimientos nutricionales
(Marzolf, 1990).

En general, el zooplancton no respondid a las reglas de
operacion del embalse ni a los caudales y solo la biomasa de
los rotiferos fue influenciada por las condiciones climaticas,
tal como lo reportaron Reyes & Monroy (com. pers.) en el
embalse de Betania. En Riogrande Il las mayores biomasas
de especies como T. cylindrica, P. libera y H. intermedia
se registraron durante los periodos secos y de mayor tem-
peratura del agua. En contraste, otras especies, como C.
dossuarius y el rotifero de mayor aporte a la biomasa,
A girodi, tuvieron un pico maximo en periodos de alta
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precipitacion, baja transparencia y menor biomasa algal. En
los embalses, los pulsos de origen natural provenientes de
las precipitaciones afectan sustancialmente las condiciones
fisicas, quimicas y bioldgicas (Roldan & Ramirez, 2008).
De esta manera, es posible que ademads de la influencia
directa de los ritmos de la precipitacion sobre la actividad
reproductiva de los organismos (Odum, 1971), exista una
relacion indirecta entre la precipitacion y la biomasa de los
rotiferos en Riogrande 1. Esta relacion puede estar ligada a
la dindmica de condiciones como la estructura térmica, los
patrones de circulacidn, el tiempo de retencion y en especial
la disponibilidad de recursos alimenticios como las bacterias,
el detrito, los protozoarios y la materia organica provenientes
del seston, cuya descarga se relaciona claramente con los
pulsos de las precipitaciones (Calijuri, 1988).

En estudios previos, se encontrd que la biomasa de A. girodi
en Riogrande Il se incrementd en la epoca de mayor pluvio-
sidad, gracias probablemente a su capacidad de alimentarse de
items muy abundantes durante esta época como las bacterias y
el detrito (Villabona-Gonzalez, Buitrago-Amariles, Ramirez-
Restrepo & Palacio-Baena, 2014). La mayor disponibilidad
de estos recursos también pudo favorecer la biomasa de C.
dossuarius, ya que este rotifero puede alimentarse tanto de
detritos (Nogrady, Wallace & Snell,1993), como de bacterias
(De Manuel, 2000).

Este estudio evidencia un gradiente heterogéneo en la
expresion de biomasa del zooplancton a lo largo de tres
estratos luminicos dentro de la zona fética, que es la zona
donde investigaciones previas en el embalse (Estrada-
Posada, 2007) y en otros embalses colombianos han repor-
tado mayor concentracion de esta comunidad en relacién a
la hallada en la zona afética (Alvarez, 2002; Guevara et al.,
2009). A diferencia de lo esperado y de lo hallado en otras
investigaciones (Bini, Bonecker & Lansac-Toha, 2001;
Cassiano & Rodrigues, 2004; Villabona-Gonzalez, Gavilan-
Diaz & Estrada-Posada, 2007), la distribucion vertical de
la mayoria de especies de zooplancton no dependi6 de la
disponibilidad de oxigeno y de alimento (bhiomasa algal), que
tendio a ser homogénea entre las profundidades analizadas.

Sélo los rotiferos filtradores P. remata y P. libera, que
también puede ser detritivoro (Nogrady et al., 1993; De
Manuel, 2000), se favorecieron por la mayor temperatura
en el estrato subsuperficial. Este estrato tendi6 a ser evitado
por las demas especies de rotiferos y por todas las especies
de microcrustaceos, por lo que la mayor acumulacién de
biomasa total y de los tres grupos se dio en los estratos mas
profundos de la zona fética (10 y 1% de o).

Wissel & Ramacharan (2003) sugieren que si los factores
ambientales no son determinantes en la distribucion vertical
del zooplancton, la depredacién por peces puede dirigir la
seleccion de la profundidad por parte de las especies hacia
capas mas profundas o remover selectivamente a las especies
de mayor tamafio en capas superficiales. Esta afirmacion
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Figura 7. Mapa de la biomasa zooplancténica (ug/L) en la zona fética del embalse Riogrande 11 (Antioquia), Colombia.

fue corroborada en este estudio por la asociacion de la
biomasa de las especies mas grandes, D. gessneri, D. pulex
y A. dorsalis con la zona mas profunda (1% de lo) y por las
menores relaciones biomasa de organismos de gran porte:
biomasa de organismos de pequeiio porte en la subsuperfi-
cie (Jeppesen, Lauridsen, Mitchell, Christoffersen & Burns,
2000). Ademés, la menor relacion entre la biomasa de todos
los grupos y la biomasa fitoplanctdnica indicaria un fuerte
control de depredacién y menores tasas de pastoreo hacia
el fitoplancton, como ha sido documentado por Jeppesen
et al., (2004).

Conclusiones

Los resultados soportan parcialmente la primera hipdtesis,
al mostrar que la estructuracion del zooplancton basada
en biomasa presenta una distribucion longitudinal y
temporal heterogénea, que responde principalmente al
gradiente de estado tréfico y de concentracion de biomasa
algal y en menor medida de la pluviosidad. Aunque
dicha estructuraciéon no dependié de los hdbitos troficos
de las especies, como se esperaba, debido posiblemente a
la oferta trofica diversa del embalse (algas, detrito, bac-
terias, zooplancton) y a la plasticidad alimenticia de los
rotiferos, si fue diferente entre los grupos de zooplancton,
microcrustaceos y rotiferos (Figura 7).

Se concluye que existe el gradiente vertical de la biomasa
en la zona fética postulado en la segunda hipétesis. Sin
embargo, a diferencia de lo esperado y a pesar de que en
este estudio no se evalud directamente la depredacién,
se hipotetiza que este gradiente es consecuencia de una
estrategia adoptada para evadir la presioén de depredacion
y no una ubicacién en funcion del oxigeno disuelto y la
biomasa algal, pues a lo largo de esta zona, las especies
encuentran un ambiente oxigenado y tienen acceso per-
manente al alimento fitoplanctonico.

Informacion suplementaria

Tabla 1S. Biomasa total (ug/L), de Rotifera (Rot), Cladocera (Cla)
y Copepoda (Cop) en la zona fética del embalse Riogrande 11
(Antioquia), Colombia.
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Una nueva especie de Puya (Bromeliaceae)
de los paramos cercanos a Bogota, Colombia
Santiago Madrifian
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Resumen

Se describe una nueva especie de Puya de los paramos cercanos a Bogota, Colombia. Puya loca difiere de todas las
especies conocidas del género Puya por el envés de sus bracteas y sépalos ferrugineo-tomentosos y pétalos de color
purpura intenso. Esta nueva especie forma masas densas de rosetas en acantilados rocosos. Hasta el momento es
endémica de pequefios parches aislados de paramos al noreste de Bogota, en el complejo de paramos de Chingaza.
La nueva especie se compara con otras que tienen flores de color similar y crecen en los alrededores de Bogota y
en otras areas.

Palabras clave: Bromeliaceae, complejo Chingaza, cerro Tunjaque, paramos, Puya loca.
A new species of Puya (Bromeliaceae) from the paramos near Bogot4, Colombia
Abstract

Anew species of Puya from the paramos in the vicinity of Bogota, Colombia, is described. Puya loca differs from all
known species of the genus Puya by its ferrugineo-tomentose bracts and sepals abaxially, and deep-purple colored
petals. It is, until now, endemic to small isolated patches of paramos North-East of Bogotd, in the Chingaza Paramo
Complex. It forms dense mats of rosettes on rocky cliffs. The new species is compared to other known species from

the surroundings of Bogota, as well as to species with similar colored flowers from other regions.

Key words: Bromeliaceae, Chingaza Complex, Cerro Tunjaque, Paramos, Puya loca.

Introduccién

El género Puya Molina (Bromeliaceae) comprende especies
de plantas terrestres arrosetadas acaules (raramente cau-
lescentes), con inflorescencias terminales, monocaules y
hapaxanticas, o ramificadas basitonicamente que forman
simpodios pluricaules pleonanticos, y flores vistosas (Smith
& Downs, 1974). Sus hojas provistas de espinas a lo largo
de las méargenes sugieren el nombre comin de “puya” que
estas plantas reciben en Hispanoamérica y que fue tomado
por el abate chileno Juan Ignacio Molina (1740-1829) para
describir Puya chilensis Molina (Molina, 1782).

En su revision mas reciente del género, Lyman B. Smith
y Robert J. Downs (1974) describen 168 especies y seis
variedades. Desde esta revision, entre los afios 1976 y
2013, dos especies preexistentes se han considerado hibridos
naturales y 52 especies y cuatro taxones infraespecificos
se han descrito como nuevos, para un total de 222 espe-
cies (incluidos tres hibridos naturales) y diez taxones
infraespecificos aceptados (sensu Butcher & Gouda,
2015). En la Encyclopedia of Bromeliads y deméas paginas
de internet administradas por Eric J. Gouda (2015), se
sugieren varias especies nuevas, lo que ratifica la acusada
tendencia al aumento de su nimero (Figura 1). Lyman

B. Smith y Robert J. Downs (1974) subdividieron el
género en dos subgéneros de acuerdo a la composicién de
sus inflorescencias: el subgénero Puya, con las ramas de
sus inflorescencias estériles en su parte apical (solo nueve
especies), y Puyopsis, con las ramas fértiles a todo lo largo
del eje.

La mayoria de las especies del género son endémicas de la
cordillera de los Andes, con unas pocas especies presentes
en las montafas del Escudo Guayanés, y solo dos especies
presentes en Costa Rica, la endémica Puya dasylirioides
Standl., y Puya floccosa (Linden) E.Morren ex Mez de
amplia distribucion compartida entre los Andes de Colombia
(La Macarena), Venezuela, y la Cordillera de la Costa y el
Escudo Guayanés venezolano (Smith & Downs, 1974). Los
paises con mayor nimero de especies reportadas son Peru
y Bolivia, con 75 y 52, respectivamente. En Colombia se
han registrado 37 especies, de las cuales 26, asi como tres
variedades, son endémicas (Betancur & Callejas, 1997;
Betancur, 2015; Gouda, et al., 2015; Tabla 1).
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Figura 1. Acumulacion de especies aceptadas de Puya desde que
fue nombrada la primera especie en 1782 hasta 2015.
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En estudios moleculares recientes de esta familia llevados
a cabo por Givnish, et al. (2007), y los adelantados por
Jabaily & Sytsma (2010, 2012) en la especie Puya, los
autores sustentan parcialmente la subdivisién genérica
pro-puesta por Smith & Downs (1974); en ellos se
reconocen dos “grupos” (grados) parafiléticos: el primero,
de divergencia temprana, incluye la mayoria de las especies
del subgénero Puya; en el segundo se puede evidenciar un
grado para-filético “basal” y un grupo monofilético en el
cual se encuentran las especies tropicales de alta montafia
de los Andes del Norte.

La mayoria de las especies de Puya confinadas a los Andes
del Norte se encuentra en los paramos y constituye un
grupo monofilético. El autor y los colaboradores dataron el
origen del género Puya a 9,10 Ma vy el clado norandino en
particular, a 0,26-0,80-1,58 Ma; dado el nimero de especies
pertenecientes a este clado (46), se establecié una tasa de
diversificacion extremadamente alta (r = 12,06-3,92—1,98),
muy superior a cualquier tasa de diversificacion conocida
(Madrifian, et al., 2013).

Tabla 1. Especies de Puya presentes en Colombia y datos de su distribucién. Adaptado de Gouda et al. (2015) y Betancur (2015). El

color de los pétalos proviene de diversas fuentes y es aproximado.

Especie Elevacion Endémicaen Departamentos Otros paises Color de
(m.s.n.m) Colombia pétalos

Puya alpicola L.B.Sm. 3.140-3.900 Magdalena (Sierra Nevada de Santa
Marta)

P. antioquensis L.B.Sm. & Read ~ 2.980-3.680 X Antioquia

P. aristeguietae L.B. Sm.* 2.700-3.550 Arauca, Arauca Venezuela Verde palido

P. barkleyana L.B.Sm. 2.800-3.693 X Boyaca, Santander

P. bicolor Mez 2.423-3.500 X Boyacd, Cundinamarca, Norte de Verde lila, azul
Santander

P. boyacana Cuatrec. 3.300-3.400 X Boyaca Verde azul

P. brachystachya (Baker) Mez 2.880 X Magdalena (Sierra Nevada de Santa Crema, verde palido
Marta)

P. clava-herculis Mez & Sodiro 3.200-3.800 Cundinamarca, Narifio Ecuador Azul verde

P, cleefii L.B.Sm. & Read 3.700 X Boyaca Verde palido

P. cryptantha Cuatrec. 3.100-3.950 X Antioquia, Boyaca, Cundinamarca, Verde, azul palido
Narifio, Norte de Santander

P. cuatrecasasii L.B.Sm. 2.800-4.300 X Cauca, Narifio, Tolima, Valle Blanco cremoso

P. dichroa L.B.Sm. & Read 3.750 X Boyaca Azul oscuro

P. exuta L.B.Sm. & Read 1.990-2.970 X Boyaca, Santander

P. floccosa (Linden) E.Morren 211-2.500 Boyacd, Caqueta, Cauca, Costa Rica Azul con verde,

ex Mez Cundinamarca, Guaviare, Huila, Meta, ~ Venezuela Brasil estambres azules
Norte de Santander, Santander, Tolima

P. furfuracea (Willd.) L.B.Sm. 2.390-3.200 X Cauca, Narifo

P. gargantae L.B.Sm. 3.100-3.700 X Norte de Santander

P. gigas André 3.000-3.300 X Narifio

P. goudotiana Mez 2.760-3.550 X Boyaca, Cundinamarca, Norte de Verde azuloso

Santander, Santander
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Especie Elevacion Endémica en Departamentos Otros paises Color de
(m.s.n.m) Colombia pétalos

P. grantii L.B.Sm. 2.531-3.650 X Boyaca, Cesar

P. grubbii L.B.Sm. 2.050-2.200 X Boyaca Verde grisaceo

P. hamata L.B.Sm. 2.500-3.750 Cauca, Narifio, Putumayo, Tolima, Valle  Ecuador, Perd  Azul oscuro

P. horrida L.B.Sm. & Read 3.450 X Cundinamarca

P. killipii Cuatrec. 3.000-3.600 Norte de Santander, Santander Venezuela Azul

P. lehmanniana L.B.Sm. 1.800-3.200 Cauca, Narifio Ecuador Azul olivaceo

P. lineata Mez 2.700-3.700 X Cundinamarca Azul

P. loca Madrifian sp. nov. 3.200-3.550 X Cundinamarca Parpura intenso

P. nitida Mez 2.700-3.700 X Boyaca, Cundinamarca, Santander Verde claro con lila

P. nitida var. glabrior L.B.Sm. 3.300 X Boyaca

& Read

P. nivalis Baker 3.250 X Magdalena (Sierra Nevada de Santa Crema, verde palido
Marta)

P. occidentalis L.B.Sm. 3.300-3.700 Valle

P. ochroleuca Betancur & 2.850-3.900 X Antioquia, Caldas, Quindio, Tolima Amarillo palido

Callejas

P. roldanii Betancur & Callejas 2.700-3.240 X Antioquia Verde azul

P. sanctae-martae L.B.Sm. 2.600-3.200 X Magdalena, La Guajira (Sierra Nevada
de Santa Marta y Serrania del Perija)

P. santanderensis Cuatrec. 2.850-3.500 X Norte de Santander Blanco con tinte verde

amarillento

P. santosii Cuatrec. 2.800-4.285 X Arauca, Boyaca, Cundinamarca, Meta Azul verdoso

P. santosii var. verdensis 3.100-3.700 X Cundinamarca

Cuatrec.

P. thomasiana André 2.450-2.590 Narifio Ecuador Azul verdoso

P. trianae Baker 3.000-4.100 Antioquia, Arauca, Boyaca, Venezuela Crema, verde palido
Cundinamarca, Quindio, Santander,
Tolima, Valle

P. trianae var. amplior 4.000 X Boyaca

L.B.Sm.& Read

P. venezuelana L.B.Sm. 3.255-3.960 Avrauca, Cesar, Norte de Santander Venezuela Amarillo verdoso

P. vestita André 3.200-3.400 Narifio, Putumayo Ecuador Verde palido

*Nota: Espécimen recolectado por A.M. Cleef (10026) en 1973 en el Parque Nacional Natural EI Cocuy, determinado por L. B. Smith, 1975.

Los estudios moleculares de las especies chilenas hechos
mediante la técnica de polimorfismos en la longitud de
los fragmentos amplificados (Amplified Fragment Length
Polymorphism, AFLP) (Jabaily & Sytsma, 2010; Schulte,
et al., 2010), agrupan a algunas de las especies estudiadas
segun el color de sus pétalos, estableciendo un clado de Puya
con flores amarillas y otro con flores azules y evidenciando
eventos de hibridacién e introgresion entre ellos. Quizas uno
de los caracteres mas sobresalientes en la identificacion de
especies de Puya es el color de los pétalos, los cuales se
presentan en fuertes tonos de blanco, amarillo, verde, azul o
lila a pUrpura y en tonos intermedios. Cominmente, el color
de los pétalos contrasta con el color de los sépalos. Estos
colores y contrastes sugieren un sindrome de polinizacion
ornitofilico, en tanto que la disposicion de las flores en
inflorescencias sobresalientes, con las flores expuestas sin

estructuras de percha y presencia de néctar copioso, son
tipicas de una polinizacion mediada por colibries, como se
ha observado frecuentemente. En un estudio reciente sobre
polinizadores de especies de Puya en Chile se establecié una
correlacion entre la ausencia de flores apicales en las ramas
secundarias (subgénero Puyopsis), los pequefios volimenes
con alta concentracién de néctar y la polinizaciéon por
colibries (Hornung-Leoni, et al., 2013). Por otro lado, dicho
estudio relaciond especies de Puya, subgénero Puya, con los
apices estériles de las ramas de la inflorescencia que forman
una percha, y la baja concentracion y altos volumenes de
néctar con la polinizacién por Passerina generalistas.

Las inflorescencias inmaduras y los primordios foliares de
las especies de Puya son el alimento predilecto del oso de
anteojos (Tremarctos ornatus) en la puna (Rivadeneira-
Canedo, 2008) y los paramos (DeMay, et al., 2014). En este
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Gltimo estudio se sugiere que la topografia puede ser un factor
que influye en la intensidad del forrajeo por parte de los 0so0s,
por lo que aquellas plantas localizadas en pendientes estarian
sujetas a un menor grado de herbivoria. Es muy probable
que la presencia de espinas en las hojas de las especies de
Puya constituya una defensa de las inflorescencias inmaduras
ante el forrajeo de los 0sos de anteojos y otros herbivoros y
omnivoros andinos. David J. Mabberley (1987) menciona que
en Chile las puyas son erradicadas, pues pueden atrapar ovejas
0 aves en sus rosetas (por efecto de sus espinas orientadas
hacia el interior de la roseta), lo cual puede constituir una
fuente y una forma de absorber nutrientes por via foliar.

Materiales y métodos

En el marco del proyecto de determinacion de la interfaz
entre bosque y paramo de los complejos de paramos de
Colombia liderado por el Instituto Alexander von Humboldt,
durante los meses de octubre a diciembre del 2014 un grupo
de trabajo encabezado por el autor estudio la composicion
de la edafofauna, la herpetofauna, la ornitofauna y la
vegetacion a lo largo de cinco transectos en el complejo
de paramos de Chingaza en cercanias de Bogota. Uno de
estos transectos se ubico en el cerro Tunjaque (04° 38’
21,49” N, 73° 55’ 53,76 O), suroriente del municipio de
La Calera, Cundinamarca, a 13 km de distancia horizontal
hacia el oriente de la ciudad de Bogot4. Este cerro es un
macizo aislado de otras masas montafiosas de altura por
valles profundos y laderas escarpadas, y forma una isla de
paramo de aproximadamente 2 km? ubicada a una distancia
horizontal de aproximadamente 10 km en los cuatro puntos
cardinales con relacién a los paramos mas cercanos. Su
altura méaxima es de 3.550 m.s.n.m. (Figuras 2 y 3). El cerro
Tunjaque se encuentra protegido por estar en la reserva
privada Tierraleja, propiedad del Sr. Antonio Pifieros.

En la parte mas alta del cerro, en un acantilado rocoso, se
encontré una poblacién de una especie de Puya, la cual
se considera aqui como una especie nueva por sus rosetas
cespitosas pequefias, sus flores grandes, el color de sus
bracteas y sepalos ferrugineo-tomontosos y en particular
por sus pétalos de color purpura intenso. A unos 300 m
cuesta abajo, en las paredes rocosas de una cascada, se
encontré una segunda poblacion aislada. Durante las explo-
raciones en el paramo aledafio de Buenos Aires (Cerro
Verde, 04° 43’42,22” N, 73° 53’ 23,54” O, 3.500 m.s.n.m.)
por la via hacia Piedras Gordas en el Parque Nacional
Natural Chingaza, se encontr6 otra poblacion aislada con
unos pocos individuos y la presencia de algunos otros de
Puya nitida Mez con los pétalos de color rosado, los cuales
sugieren un posible hibrido natural entre esta Ultima y la
nueva especie aqui descrita.

Se realizaron experimentos de germinacion de semillas de la
especie nueva y su hibrido putativo mediante el aislamiento
de semillas, esterilizacion en solucion de hipoclorito al 10 %
durante 10 minutos y siembra en platos de Petri con algo-
don humedecido.
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Figura 2. Imagen satelital del area de distribucion de la especie
Puya loca. Los marcadores verdes indican las localidades donde se
han encontrado poblaciones de la especie y los amarillos, paramos
grandes circundantes. El area resaltada en verde corresponde al
Parque Natural Nacional Chingaza. Imagen de GoogleEarth.

Figura 3. Vista digital sobrepuesta en una imagen satelital del cerro
Tunjaque desde el paramo de Cruz Verde hacia el nororiente, en la
cual se evidencia su caracter aislado, rodeado de valles profundos.
Imagen de GoogleEarth.

La descripcion de la especie se basa en el espécimen tipo y
en las observaciones en campo de especimenes vivos de la
poblacién tipo. Los caracteres y su orden en la descripcion
siguen las sugerencias de Eric J. Gouda para la familia
Bromeliaceae (1998; Scharf & Gouda, 2008).

Taxonomia
Puya loca Madrifian sp. nov. (Figuras 4 y 5)

Tipo: COLOMBIA. Cundinamarca: Municipio La Calera,
cerro Tunjaque, reserva Tierraleja, 04° 38”21,49” N, 73° 55’
53,76” O, 3.550 m, 30 noviembre de 2014, S. Madrifian &
A. Pifieros 2910 (holotipo: ANDES; isotipo: COL).
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Figura 4. Fotografias de Puya loca en su localidad tipica, el cerro Tunjaque. A-D. hébitta y habito. E. inflorescencia. F. infrutescencia.

Fotografias de S. Madrifian.

Diagnosis: Puya loca difiere de todas las demas especies
conocidas de Puya por sus rosetas cespitosas pequefias
que forman masas densas de hasta 3 m de didmetro,
inflorescencias tres veces mas largas que la roseta, bracteas
y sépalos ferrugineo-tomentosos y flores de pétalos grandes
de color parpura intenso.

Planta acaule, simpodial, cespitosa, que forma conjuntos
densos de rosetas, de 25 a 40 cm de alto, densas, polis-
ticas con cerca de 30 hojas maduras, verde lustrosas, con
inflorescencia tres veces mas larga que la roseta. Hojas
coriaceas, de cerca de 30 cm de largo, mucho mas cortas
que las inflorescencias; vainas carnosas, glabras, discoloras
con la lamina, blancas, deltoides, no pecioladas, no infladas,

de 3 a4 cm de largo, 4 a 5 cm de ancho, de margen entera,
membranacea; laminas homomorficas, arqueadas, rigidas,
coriaceas, acanaladas, lanceoladas, de 25 a 30 cm de largo,
4 a5 cmde ancho en la base, aserradas, espinas distanciadas
10 a 15 mm, hialinas incoloras, antrorsas, de 2,4 a 3,0
mm de largo, delgadas; ldminas atenuadas hacia el &pice,
apice agudo, discoloras, verde brillantes y glabras por
el haz, verde opacas y densamente lepidotas por el envés,
con escamas densas, minusculas, grisaceas. Inflorescencia
terminal, simple, espigada, densa, porcion fértil de 25 a 30
cm de largo, 15 a 18 cm de ancho, subcilindrica, longitud
total de la inflorescencia de 70 a 85 cm, ferrugineo-
tomentosa; pedinculos elongados, erectos a levemente
curvos, de 45 a 55 cm de largo, 3 a 4 cm de didmetro,
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aE;
H

Figura 5. Detalles de las hojas y diseccion floral de Puya loca. A. Porcion medial de una hoja (haz). B. Porcién medial de una hoja (envés).
C. Flor entera. D. Bractea floral (haz). E. Sépalos. F. Bractea floral (envés). G. Pétalos. H. Estambres y receptaculo con pistilo (inserto

semillas). Escalas: 10 cm. Fotografias de S. Madrifian.

densamente ferrugineo-tomentosos; bracteas pedunculares
folidceas en la base, imbricadas a laxamente imbricadas
acrotOnicamente, coridceas, lanceoladas, finamente aserra-
das, apice agudo, cortas en relacién con la longitud del
pedinculo, diminutamente lepidotas, verde grisaceas; eje
parcialmente expuesto, rigido, recto a levemente flexuoso,
terete, densamente ferrugineo-tomentoso, glabrescente, epi-
dermis verde clara; espigas erectas, polisticas, densas, con
20 a 50 flores, solo unas 6 a 9 en antesis, linear-lanceoladas,
subcilindricas, apice redondeado; raquis oculto; bracteas
florales abundantes, amplexifloras las flores, imbricadas,
membranaceas, sin nerviacion prominente, sin carina,
ampliamente obovadas a romboides, margen entero, apice
acuminado, incurvadas, de 7 a 8 cm de largo, 4,5 a5 cm de
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ancho, varias veces mas largas que los entrenudos, un poco
mas largas que los sépalos, margenes delgadas, densamente
ferrugineo-tomentosas por ambas caras, indumento persis-
tente, epidermis verde. Flores péndulas, de 7,5 a 8,5 cm de
largo, subsésiles; receptaculo obconico de 1,5a 2,0 cm de largo,
1,5 a 1,8 cm de ancho, densamente ferrugineo-tomentoso;
sépalos rigidos, carnosos, sin nerviacion prominente, ovado
oblongos a orbiculares, simétricos, margen entera, desarmados,
apice obtuso, fuertemente incurvados, iguales, de 3,6 a 3,8 cm
de largo, 6,1 a 6,3 cm de ancho, margen gruesa, sin carina,
no fusionados, glabros por el haz, densamente ferrugineo-
tomentosos por el envés, epidermis crema-verdosa; pétalos,
levemente carnosos, espatulados, en la base envolviendo
los estambres, el apice de la lamina amplio, redondeado,
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reflexos, de 6,1 a 6,3 cm de largo, 1,5 a 1,7 cm de ancho en
su porcién medial, de 3,0 a 3,3 cm de ancho en su porcion
mas ancha, libres, color lila palido en la base, intensificandose
acrotonicamente a un color plrpura intenso en la porcion
apical, sin ligulas; estambres igual de largos al pistilo, un
poco mas cortos que los pétalos; filamentos aplanados en la
base, teretes hacia el apice, no plicados, iguales, curvos, de
5,1 a 5,2 cm de largo, libres, blancos en la base, cambiando
a lila acrotonicamente, anteras dorsifijas, unidas al filamento
a un tercio de su longitud, versétiles, tubulares a levemente
sagitadas, de 1,2 a 1,5 cm de largo; pistilo igual de largo a los
estambres, ovario stpero, ovoide a piramidal, estriado, de 1,0
a 1,2 cmde largo, 0,8 cm de ancho en la base, contraido hacia
el estilo, estilo, delgado, elongado, varias veces mas largo que
el ovario, blanco en la base, cambiando a lila acrotdnicamente
y terminando en un estigma pUrpura intenso, estigmas lineares,
espiralados. Fruto con pedicelo elongado post-antesis, de 2,0
a 2,5 cm de largo, 0,5 cm de didmetro, cdpsula globosa, de
2,5 a 3,0 cm de largo, 2,0 a 2,3 cm de diametro, apocarpica
secundaria, dehiscencia septicida, levemente excediendo las
bracteas florales, apice atenuado, glabro, marrén a negro
lustroso. Semillas cuneiformes, de 3,0 mm de largo, 2,0
mm de ancho, rojizas, aladas, alas marrén claro.

Distribucion y hébitat: esta especie se ha encontrado sola-
mente en los paramos aislados del cerro Tunjaque y Cerro
Verde en el municipio de La Calera aledafio a la ciudad de
Bogota, entre los 3.500 y los 3.550 m.s.n.m. Una poblacién
azonal se encontr6 a 2.250 m.s.n.m. Es muy probable que
se encuentre, igualmente, en el cerro Los Quemados (04°
42’ 2,71" N, 73° 53’ 36,12” O), el cual también alcanza los
3.550 m.s.n.m. Habita laderas rocosas de acantilados altos
expuestos a vientos fuertes, frecuentemente envueltos en
nubes densas.

Comparacién: en la Tabla 2 se presenta una comparacion
entre la especie Puya loca y las demas especies presentes en
los alrededores de Bogota segin J. Betancur (2000). Otras
especies de Puya con flores de color semejante al purpura
intenso de Puya loca son: Puya coerulea Lindl. (Chile),
Puya harmsii (A.Cast.) A.Cast. (Argentina), Puya macrura
Mez (Pert) y Puya meziana Wittm. (Bolivia).

Etimologia: el nombre de la especie rinde honor a la ‘puya
loca’, cancion popular del Caribe colombiano compuesta
por Diofante Jiménez Robles, del conjunto folclorico
‘Cumbia Soledefia’, que se interpreta al compas de la
‘puya’, un subgénero musical de la cumbia caracterizado
por su ritmo rapido y jocoso. El epiteto especifico proviene
del adjetivo femenino ‘loca’, utilizado algunas veces como
sinénimo de excéntrica, y que se refiriere al color inusual
de sus flores.

Fenologia: florece en la época de lluvias, entre los meses de
noviembre y diciembre. Entre las otras especies reportadas
para la region (Betancur, 2000), solo Puya nitida y Puya
santosii florecen en sincronia con P. loca.

Nueva especie de Puya para Colombia

Valoracion de la conservacion segun la Unién
Internacional para la Conservacién de la Naturaleza

Hasta ahora esta especie se ha encontrado en dos localidades
solo en los puntos més elevados de paramos aislados aleda-
fios. A pesar de que una de estas localidades esta protegida
por la reserva privada Tierraleja, y que la otra forma parte
de la franja de amortiguacién del Parque Nacional Natural
Chingaza, la especie se puede considerar en peligro critico
(CR) dada su pequefia area de distribucién naturalmente
fragmentada (Union Internacional para la Conservacion
de la Naturaleza - UICN, 2001; Betancur & Garcia, 2006).

Comentarios

Puya loca es sin duda una especie iconica del género Puya
dadas sus flores de color purpura intenso. Es extrafio que
encontrandose muy cerca de la capital de Colombia, donde
se han concentrado las exploraciones botanicas desde
los tiempos de la Colonia (Betancur, 2000; Pedraza, et
al., 2001, Madrifian, 2010), esta especie haya pasado
desapercibida. Probablemente esto se deba a su muy res-
tringida area de distribucion y a que su floracion se limita a
un corto periodo durante la época de lluvias en los meses de
noviembre y diciembre.

Las observaciones en campo nos permitieron establecer al
menos dos de sus potenciales polinizadores, los colibries
Colibri coruscans (Sparkling violetear) y Pterophanes
cyanopterus (Great sapphirewing) (segun determinacion
de Juan P. L6pez). Dado su tamafio relativamente grande y
su aleteo lento, este Gltimo se ve perchando perezosamente,
a la manera de los trepatroncos, sobre las flores marchitas
inferiores (Figura 6). Ambas especies de colibries presentan
una distribucién andina, con una franja altitudinal que
abarca desde los 2.500 hasta los 3.500 m aproximadamente;
son nectarivoras-insectivoras y altamente eficientes en el
proceso de polinizacion, especialmente en la vegetacion
de bosques altoandinos y paramo (Juan P. Lépez, comu-
nicacion personal).

El habitat tipico de la especie, acantilados rocosos altos, y
las espinas fragiles de las hojas, sugieren una adaptacion de
escape a la herbivoria del oso de anteojos (T. ornatus) comin-
mente observada en otras especies simpatricas de Puya.

La presencia de una poblacion en el paramo aledafio de
Buenos Aires (ver Materiales y métodos y Figura 2), con
caracteres intermedios entre P. loca (con pétalos de color
purpura intenso) y P. nitida (con pétalos de color verde
palido), en particular en cuanto al color lila de sus pétalos,
sugiere la existencia de un proceso de hibridacion natural
entre estas dos especies (Figura 7). Después de llevar a
cabo los ensayos de germinacion de estas dos especies y
del hibrido putativo, se obtuvo evidencia adicional de este
hibrido natural; los resultados incluyeron una germinacion
nula del hibrido putativo y un alto porcentaje de germinacion
de las semillas de individuos de las dos especies parentales.
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Nueva especie de Puya para Colombia

Figura 6. Polinizadores observados en el cerro Tunjaque. A. Pterophanes cyanopterus (macho). B. Colibri coruscans. Fotografias de J. P.

Lopez-Ordéiiez.

Figura 7. Montaje comparativo de especimenes presentes en la
poblacién de Cerro Verde que muestra, a la izquierda, una hoja 'y
la inflorescencia de un espécimen introgreso de Puya loca y, a la
derecha, el hibrido putativo con P. nitida. Escala: 10 cm. Fotografia
de S. Madrifian.
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Gases invernadero en aguas con bajo oxigeno
en el reservorio eutrofico de Prado (Colombia)

Maribeb Castro-Gonzalez*, Victoria Torres-Valdés

Laboratorio de Ecologia Microbiana, Facultad de Ciencias, Universidad del Tolima, Ibagué, Colombia

Resumen

En esta investigacion se cuantificé la concentracion de gases invernadero (metano y 6xido nitroso) y de otros
parametros fisicoquimicos en la columna de agua del reservorio eutréfico de Prado para determinar con experimentos
in situ el origen del 6xido nitroso y la distribucion vertical de ambos gases. Los resultados indicaron que la
nitrificacion contribuy6 mas activamente que la desnitrificacion a la produccion de 6xido nitroso en la columna de
agua, con tasas estimadas en 122,5 + 79,9 nM/d, y que comparado con otras hidroeléctricas y lagos en el mundo, las
concentraciones de 6xido nitroso (de hasta 38,6 + 0,9 nM) y de metano (de hasta 242 + 85,5 uM) cuantificadas en
el embalse fueron altas. Este es el primer estudio desarrollado en la represa de Prado que muestra la sobresaturacion
de ambos gases en la columna de agua, lo que sugiere que esta hidroeléctrica podria estar emitiendo cantidades
significativas de gases invernadero a la atmosfera.

Palabras clave: hidroeléctrica, embalse tropical, 6xido nitroso, metano, nitrificacion, desnitrificacion.
Greenhouse gases in low-oxygen waters in the eutrophic reservoir of Prado (Colombia)
Abstract

In this study we quantified greenhouse gases concentration (nitrous oxide and methane) and other physicochemical
parameters in the water column of Prado eutrophic reservoir to determine with in situ experiments the nitrous oxide
source and the vertical distribution of both gases. The results indicated that nitrification contributed more actively
than denitrification to nitrous oxide production in the water column to estimated rates of 122.5 + 79.9 nM/d, and
that, in comparison with other dams and lakes in the world, the nitrous oxide (up to 38.6 + 0.9 nM) and methane
concentrations (up to 242 + 85.5 uM) measured in the reservoir were high. This is the first study in the Prado dam
showing the oversaturation of both gases in the water column, which suggests that this reservoir could be emitting

significant quantities of greenhouse gases to the atmosphere.

Key words: Dam, tropical reservoir, nitrous oxide, methane, nitrification, denitrification.

Introduccién

En los ultimos afios los estudios sobre las emisiones
de gases invernadero desde las hidroeléctricas han
demostrado que esta fuente de energia no es limpia ni
verde como se esperaba y que estos reservorios pueden
emitir hasta 3,6 veces mas gases invernadero que los
generados por los combustibles fosiles (Fearnside, 2005).
Entre estos gases se encuentra el 0xido nitroso (N,O), con
un potencial de calentamiento 310 veces mayor que el del
CO,, una concentracion en la tropdsfera de 325 ppm y una
contribucion al calentamiento global del planeta de 5a 7 %
(Intergovernmental Panel on Climate Change - IPCC,
2011). El segundo gas invernadero en orden de importancia
es el metano, con un potencial de calentamiento 25
veces mayor que el del CO, y cuya concentracion en la
atmosfera (1.819 ppbv) ha triplicado los niveles de la era
preindustrial (IPCC, 2011). Ambos gases se generan en
ecosistemas acuaticos, y en el caso del metano se estima

que un 25 % de sus emisiones son antropogénicas y un 69 %
son de origen microbiano (Borrel, et al., 2011, Demarty
& Bastien, 2011); de ellas 6 a 16 % son emisiones
provenientes de lagos, rios y reservorios, estos ultimos
con emisiones estimadas de aproximadamente 3 Tg C-CH,
(Barros, et al., 2011), producto de la metanogénesis en
sedimentos y en la columna de agua andxica (Borrel, et
al., 2011, Sturm, et al., 2013). Por su parte, el N,O se
deriva de procesos antropogénicos (procesos industriales y
agricolas) y biogénicos en ambientes terrestres, marinos y de
aguas dulces (United States Environmental Protection
Agency-EPA, 2010). Mediante estudios isotopicos se ha
estimado que la contribucion a las emisiones globales de
los ambientes de agua dulce es de 24 % (Snider, et al.,
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2015), y que los embalses tropicales aportan entre 130 y 6.9
pg de N,O/m/d (Guerin, et al., 2008, Yang, et al., 2014)
debido a los procesos de nitrificacion y desnitrificacion,
los cuales contribuyen con un 89 % (~16 Tg/N/afio) a
las emisiones anuales de N,O (Loescher, et al., 2012,
Stocker, et al., 2013). En la nitrificacion el N,O es un
producto secundario de la oxidaciéon de amonio a nitrito
por la accion de bacterias y arqueobacterias (Casciotti
& Buchwald, 2012, Hatdzenpichler, 2012, Santoro, et
al., 2011). En dicha oxidacion se distinguen dos fuentes
de este gas: la primera producida por la descomposicion
quimica de la hidroxilamina, y la segunda, por la reduccion
de nitrito en condiciones de bajos niveles de oxigeno (O,),
proceso también denominado desnitrificacion nitrificante
(Casciotti & Buchwald, 2012). En la desnitrificacion,
el N,O es un producto intermedio de la reduccion del
Oxido nitrico en niveles bajos de O,, por lo que puede
darse acumulacion de N,O si su reduccion a nitrogeno
atmosférico (N,) se inhibe por la presencia de O,, lo que se
conoce como desnitrificacion parcial.

Aunque desde 1990 se ha venido observando que las
hidroeléctricas contribuyen de manera significativa a la
remocion del nitrégeno y a la emision de gases invernadero
(Rudd, et al., 1993, Harrison, et al., 2009), lo cual afecta el
equilibrio global del N,O (St. Louis, et al., 2000), pues este
se produce tanto en el epilimnio en condiciones dxicas como
en el hipolimnio bajo condiciones subdxicas o andxicas, son
pocos los estudios que se han hecho en hidroeléctricas (24
de 741) en areas tropicales (Goldenfum, 2012), a pesar de
que su nimero ha aumentado en la tltima década alrededor
del mundo y que las alteraciones hidroldgicas asociadas con
su construccion han alterado el ciclo de agua terrestre (Liu,
etal., 2011).

Teniendo en cuenta estos antecedentes y dado que, a pesar
de ser una de las mas grandes e importantes de Colombia,
en la represa de Prado en el sur del Tolima no se habian
hecho estudios en este sentido, esta investigacion se propuso
analizar en muestras tomadas en campo la distribucion de
N,O, CH,, nutrientes y otros pardmetros fisicoquimicos en
la columna de agua, asi como determinar en el laboratorio
qué procesos microbianos estaban involucrados en la
produccion de N,O en el embalse.

Materiales y métodos
Descripcion del area de estudio

La represa de Prado, una de las mas grandes (39 km?) y
antiguas de Colombia (42 afios), esta ubicada al suroeste
del departamento de Tolima. Tiene un espejo de agua
de 3.900 hectareas, una profundidad promedio de 45 m,
estratificacion térmica y quimica y fuerte eutrofizacion
(Roldan, 2003). Las muestras de agua para el estudio se
recolectaron en septiembre de 2012 (estacion seca) en
tres areas del embalse cercanas a las veredas de Tomogé
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(03°43’37,2” N, 74°53’51,0” O), Isla del Sol (03°45°58,1”
N, 74°51°27,7” O) y Lozania (03°52"19,18” N, 74°48°16,5”
0) (Figura 1).

Métodos de muestreo en campo

En cada estacion se hizo un perfil de oxigeno disuelto,
pH y temperatura en la columna de agua (0-10 m de
profundidad) con un equipo multiparametro marca
Oakton®. Las muestras de agua se tomaron con botellas
Van Dorn cada dos metros de profundidad para obtener los
perfiles verticales de gases (N,O y CH,) y de nutrientes
(NH,*, NO, y NO,).

Las muestras de agua para determinar las cantidades de
N,O y CH, se pasaron directamente de las botellas de
muestreo a tubos Labco Exetainer de tapa rosca de 11 ml,
especiales para la toma de gases cuidando de eliminar todas
las burbujas de aire durante el llenado por reflujo. Luego se
agregaron 50 pl de solucién saturada de HgCl, en cada tubo
y se refrigeraron las muestras boca abajo a 4 °C hasta el
momento de cuantificarlas en el laboratorio.

Para la determinacion de nutrientes, se filtraron 500 ml
de las muestras de agua sobre membranas de 0.22 uM
(Millipore, Durapore), y se congelaron a -20 °C hasta su
cuantificacion.

Para realizar los experimentos de produccion de N,O, se
llenaron tres de las botellas con agua tomada a 4 m de
profundidad en la estacion Tomogo6 y se refrigeraron bajo
oscuridad hasta el desarrollo de los experimentos en el
laboratorio.

A Rio Cunday
N
Rio Prado
ff Rio Aco
Rio Negro
Tomogo e Rio Tomogo
Rio Malta 2 Km

Figura 1. Ubicacion de las estaciones de muestreo en el embalse
de Prado, Tolima. (Modificada de Guevara, et al., 2009)
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Experimentos de laboratorio y cuantificacion de gases y
nutrientes

Estimacion de la produccion de N,O en muestras de agua.
Los experimentos se hicieron bajo atmosfera de nitrogeno,
con el fin de evitar la oxigenacion de las muestras de agua
tomadas en campo. A cada una de las tres botellas (1 litro)
se le agreg6 cloranfenicol (1g/l) para evitar la sintesis
enzimatica durante el desarrollo de los ensayos. Una botella
se uso para estimar la produccion neta de N,O (botella de
control), y las otras dos botellas se utilizaron para estimar la
produccion de N,O por nitrificacion agregando el inhibidor
aliltiourea (ATU) en una y acetileno en la otra.

Estimacion de la produccion neta de N,O. La produccion
neta de N,O se estim6é como la produccion de este gas por
desnitrificacion y por nitrificacion en los ensayos control.
Para ello, las muestras de agua (1 litro) con cloranfenicol
se distribuyeron en frascos de 60 ml que se sellaron con
gomas de butilo y tapas metalicas. Posteriormente, los
frascos se incubaron durante 24 horas en la oscuridad y a
temperatura ambiente (23 °C) y cada seis horas (0, 6, 12, 24 h)
se tomaban tres de ellos y se les afiadian 100 pul de HgCl,,
y se refrigeraban a 4 °C hasta el momento de cuantificar el
N,O en la fase gaseosa de cada uno.

Estimacion de la produccion de N,O por nitrificacion.
Para este ensayo, a una de las botellas se le agregd 1g/l
de ATU, la cual se conoce como inhibidor de la oxidacion
de amonio a nitrito (Ginestet, et al., 1998), evitando asi
la produccion de N,O por nitrificacion. Posteriormente,
esta muestra de agua con ATU se distribuy6 en frascos de
suero de 60 ml que se sellaron con gomas de butilo y tapas
metalicas. Simultdneamente se desarrolld otro ensayo en el
cual se inyectd suavemente a través de la goma de butilo
15 % v/v de acetileno en los frascos de 60 ml sellados
herméticamente en los cuales se habian mantenido las
muestras de agua, para lo cual se tuvo en cuenta que también
se ha reportado su accion inhibitoria sobre la amonio
monooxigenasa (Wrage, et al., 2004). A continuacion, los
frascos de ambos tratamientos se incubaron y se manipularon
bajo las condiciones ya indicadas para cuantificar el N,O en
la fase gaseosa. La produccion de N,O por nitrificacion se
estimod con base en la diferencia entre las tasas cuantificadas
en los experimentos de produccion neta de N,O y las tasas
cuantificadas en los experimentos con ATU o con acetileno.

Cuantificacion de nitrogeno amoniacal, nitritos y nitratos.
La determinacion de nitrégeno amoniacal se hizo mediante
el método de Kjeldahl y la de los nitratos y nitritos mediante
lecturas espectrofotométricas a 220-275 nm y 510 nm,
respectivamente, seglin los métodos descritos para el analisis
de nutrientes en aguas en el manual Standard Methods for
the Examination of Water and Wastewater (1999).

Cuantificacion de N,0O y CH, en las muestras de agua y en
los experimentos. Para esto se utilizo la técnica de equilibrio
de la fase gaseosa y liquida descrita por McAuliffe (1971):

Gases invernadero en el embalse de Prado, Tolima

se inyect0 suavemente 1 ml de helio ultrapuro en los tubos
de 11 ml correspondientes a los perfiles verticales, y 10 ml
en los frascos de los experimentos (60 ml). Posteriormente,
se incubaron durante una hora a 40 °C con agitacion
para generar el equilibrio de gases entre ambas fases. A
continuacidn, se tomo una muestra de la fase gaseosa (1 ml
de los tubos y 10 ml de los frascos) y se inyectd en viales
evacuados para su cuantificacion con un cromatdgrafo de
gases (Shimadzu GC), equipado con un detector de captura
de electrones Ni a 350 °C, con fase movil de nitr6geno
de alta pureza. Se usaron los estandares Scotty de metano y
oOxido nitroso balanceados en nitrégeno con una precision de
+5 %. La concentracion de N,O disuelto se calcul6 usando
la férmula de solubilidad de Weiss & Price (1980), y la
concentracion de CH, disuelto, con los datos de solubilidad
de Wiesenburg & Guinasso (1979).

Analisis estadistico

Para estimar las tasas de produccion y consumo de 6xido
nitroso (nM/d) se hizo un andlisis de regresion lineal con
los datos obtenidos durante las 24 horas del experimento,
y la tasa se estimd a partir de la pendiente obtenida en
dicho analisis. Los valores positivos indicaron produccion
o0 acumulacion de N,O y los valores negativos representaron
SuU consumao.

Resultados
Caracterizacion fisicoquimica de la columna de agua

Distribucion de oxigeno, pH y temperatura. En general, se
registro una fuerte oxiclina en las tres areas de estudio. En
Tomogo los niveles de oxigeno descendieron desde 151 uM
en la superficie hasta 34 uM a los 7 metros de profundidad.
Entre los 7 y 10 metros de profundidad la concentracion
de O, se mantuvo mas o menos igual, excepto por un leve
descenso (31,2 uM O,) detectado a 9 metros. En el area
de Isla del Sol, la disminucion de O, fue levemente mayor
que en Tomogo, pues partid de 122 uM en la superficie
hasta llegar a los 24 uM a los 10 metros de profundidad.
Sin embargo, fue en el area de Lozania donde se registro
la mayor variacion de oxigeno en la columna de agua, con
niveles superficiales de 93 uM O, (54 % de saturacion),
niveles de hipoxia (<62 uM O,) entre los 2 y los 4 metros,
de suboxia (<4 uM O,) entre los 5 y los 6 metros y de anoxia
entre los 7 y los 10 metros de profundidad.

En las estaciones de muestreo el pH fluctud de 9 a 6 entre
la superficie y el fondo. La estacion que presentd el mayor
rango de pH entre superficie y fondo fue Tomogo (8,9y 6,3),
y la que presentd el rango mas estrecho en el perfil vertical
fue Lozania (entre 7 y 6,2). La temperatura en la columna
de agua de las tres estaciones fluctuo entre los 29 °C en la
superficie y los 25 °C en el fondo. En la estacion Lozania se
observo un rango de temperatura mas estable (1 °C) en el
perfil vertical con respecto a lo observado en las otras dos
estaciones, donde el rango de variacion entre la superficie y
el fondo fue mas amplio (3 — 4 °C) (Figura 2).
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Figura 2. Perfiles verticales de oxigeno, pH y temperatura en las estaciones muestreadas en el embalse de Prado

Distribucion de los nutrientes disueltos en la columna
de agua. El amonio fue el nutriente que presentd mayor
variabilidad y concentracion en la columna de agua del
embalse de Prado, con valores minimos de 2,8 pM, y un
valor maximo de 50 uM cuantificados en Lozania a los 8 m
de profundidad; alli mismo se detectd anoxia y bajos niveles
de pH (6,2). En la Isla del Sol se observé un incremento
de amonio de 10 a 35 uM desde los 2 hasta los 8 metros
de profundidad (con 37,5 uM de O,), y un consumo
subsiguiente hasta los 10 m. En Tomogo, por el contrario,
se observ6 una disminucion en los niveles de amonio de
18 a 3 uM entre los 2 y los 6 metros de profundidad, con
dos picos de produccion: el primero a los 2 metros (18 pM)
y el otro a los 8 metros (21 puM), con un nivel de O, de
34,4 uM. Los mismos picos de produccion se detectaron un
aflo después en la misma época de muestreo a los 3 y los 7
metros de profundidad en concentraciones de 30 y 50 uM,
respectivamente (datos no mostrados). En Lozania también
se presentaron dos picos de produccién de amonio, uno a
los 4 metros (12 uM) y otro a los 8 metros (50,4 M), siendo
este ultimo el valor maximo de amonio reportado para el
area de estudio.

En general, en la columna de agua de las estaciones
muestreadas las concentraciones de nitratos fueron bajas
(2,6-5uM). Sin embargo, fueron evidentes dos picos de
produccion: uno a los 8 metros en Isla del Sol (12,6 uM)
y otro en Tomogo a los 4 metros (36,1 uM), lo que indica
procesos de nitrificacion en ambas profundidades con
niveles de oxigeno de 37,5 uM y 97 uM, respectivamente.
Los niveles de nitrito fueron muy bajos en las tres estaciones
de muestreo (1-1,7 uM) entre los 0 y los 10 metros de
profundidad (Figura 3).

Distribucion de gases invernadero. En la columna de
agua del embalse de Prado el N,O disuelto fluctu6 entre
26 £7,3 y 38,6 £ 0,9 nM. Las concentraciones mas bajas
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se cuantificaron en Isla del Sol (entre 26 + 7,34 y 33,2 +
3,4 nM), seguidas por las de Tomogo (entre 26,9 + 59 y
34,9 + 6,4 nM) y las de Lozania, en donde se reportaron
los valores mas altos (entre 30,9 + 0,1 y 38,6 + 0,9 nM)
en las muestras recolectadas en época seca. En general, los
datos del perfil vertical mostraron una produccion de N,O
hacia los 3 metros de profundidad, principalmente en la
estacion de Lozania, seguida por Isla del Sol y Tomogé (en
menor grado). Se evidencid, asimismo, consumo de N,O
en la profundidad, siendo muy fuerte entre los 6 y los 7
metros en las estaciones de Isla del Sol y Tomogo6 y un
poco menos evidente en la estacion de Lozania entre los 5
y los 8 metros.

El porcentaje de saturacion de N,O en la columna de agua
del embalse de Prado oscilo entre 222 y 330 %, lo cual
significa que se presentaba una alta sobresaturacion de
este gas invernadero en la represa. La sobresaturacion fue
similar en todas las estaciones de muestreo, sin embargo, la
estacion de Lozania presentd valores por encima del 300 %
a lo largo de la columna de agua, con un maximo de 330 %
a 3 metros de profundidad, mientras que la estacion de Isla
del Sol mostr6 los menores rangos de saturacion en el perfil
vertical (222-283 %).

En la columna de agua del embalse el CH, disuelto oscil6
entre 0,2 + 0,05 y 242 + 85,5 uM. Las concentraciones mas
bajas se cuantificaron en Isla del Sol (entre 0,25 + 0,05 y
72,7 + 24,4 uM), seguidas por las de Tomog6 (0,37 + 0,08
y 80 + 4,0 uM) y las de Lozania, en donde se reportaron los
valores mas altos (entre 0,3 +0,12y 242 +85,5 uM). EnIsla
del Sol el metano disuelto se mantuvo uniforme a lo largo de
la columna de agua (0,2 - 0,6 uM) hasta los 8 metros y entre
los 9 y los 10 metros su concentracion incrementd de 15 a
72 uM. En Tomogé se detectaron dos picos de produccion:
el primero entre los 3 y los 4 metros (1-1,7uM) y el segundo
a los 10 metros (80 uM), en tanto que en Lozania se detectd
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una alta concentraciéon de metano a partir de los 4 metros
(11,4 uM), que se incrementd con la profundidad y alcanz6
el maximo a los 10 metros (242 uM).

Los resultados mostraron que el porcentaje de saturacion
de metano en la columna de agua del embalse de Prado en
relacion con las concentraciones medidas en la atmdsfera
durante el muestreo (0,10 pM), oscild entre 225 % hasta
235 % (cuantificado a 10 metros de profundidad en la
estacion Lozania), lo cual evidencia una alta sobresaturacion
de este gas invernadero en esta localidad. La estacion de
Isla del Sol mostr6 los menores rangos de saturacion en
el perfil vertical entre los 0 y los 8 metros (225 - 582 %),
y la estacion de Lozania present6 los mas altos valores de
saturacion (>11.000 %) desde los 4 metros de profundidad
hasta el fondo, lo que se asoci6 a la observacion en campo
de burbujas de metano que ascendian del fondo a la
superficie (Figura 4).

Gases invernadero en el embalse de Prado, Tolima

Experimentos de produccion de 6xido nitroso en la
columna de agua

Los resultados de los experimentos (Tabla 1) mostraron que
en el area de Tomogod se produjo N,O a una tasa de 141,6
+ 91,46 nM/d por procesos tanto de nitrificacion como
de desnitrificacion a los 4 metros de profundidad y bajo
condiciones suboxicas (3,5 mg/l O,).

Los experimentos con acetileno, por su parte, mostraron
una fuerte inhibicion de la produccion de N,O por parte de
la comunidad nitrificante (se inhibid la oxidasa de amonio
de bacterias y arqueobacterias), lo que supuso observar en
los ensayos consumo de 6xido nitroso a tasas de 49,6 + 31
nM/d sugiriendo una reduccion de N,O a N, por accion de la
comunidad desnitrificante presente a esta profundidad.

En los experimentos con ATU se observo una inhibicion de
la produccion de N,O por nitrificacién, lo que llevé a que

Nutrientes (UM) Nutrientes (UM) Nutrientes (LM)
0 : : . . . - g 01— . . . . 0
0 5 10 15 20 25 30 35 0 10 20 30 40 0 10 20 30 40 50
—~ 2177 2 " 21 e
E |1 ! | BRN
! »
g TN 107 A I
5 ~
T 6 6 : 6 \
s N ' S
© 4 \\v 8 iv 8 irl T,
o ] // v Ll ///////
! - | [ D
10 v’ 10 uy 10 wer—
—e— NH4 —e— NH4 - NH4
v——v NO3 -~y NO3 —¥— NOs
-—=— NO2 -—a— NO2 —u— NO;

Figura 3. Perfil vertical de nutrientes (amonio, nitrato y nitrito) en las estaciones muestreadas en el embalse de Prado
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Tabla 1. Tasas de produccién de 6xido nitroso en la estacion de Tomogo, embalse de Prado

Experimento Proceso que se midi6 en cada experimento nM/d
Control Produccion neta de N,O tanto por nitrificacion como por desnitrificacion 141,6 + 91,46
Con adicién de acetileno Inhibicion del N,O producido por nitrificacién y su probable consumo por desnitrificacion -49,6 £31,0
Con adicion de aliltiourea  Inhibicion de N,O producido por nitrificacién y su probable produccion por desnitrificacion 19,08 £ 11,5
N,O producido por nitrificacion estimado a partir de la diferencia entre las tasas obtenidas en 12254799

el experimento control y las del experimento con aliltiourea

la tasa de produccion del gas bajara a niveles de 19,08 +
11,5 nM/d. Muy probablemente esta tasa correspondia
Gnicamente a la produccion de N,O generada por las
bacterias desnitrificantes presentes en la columna de agua
que no fueron inhibidas por la ATU.

La diferencia entre la tasa estimada en los experimentos de
control y la estimada en los experimentos con ATU permitié
determinar que en Tomogo se estaba produciendo N,O por
nitrificacion a tasas de 122,5 + 79,9 nM/d.

Discusion

Los perfiles verticales de temperatura, oxigeno y nutrientes
hallados en este estudio coinciden con estudios previos que
mostraban la estratificacion térmica y quimica del embalse
(Marquez & Guillot, 1988). El pH basico de entre 8,5 y
8,9 en la superficie de las estaciones de Tomogo e Isla del
Sol registrado en este estudio difiere de los valores de 6,1 a
7,4 reportados previamente (Roldan, 2003). Por otro lado,
en este estudio se observo que los niveles de pH, nitrato y
oxigeno en la columna de agua en la estacion de Lozania
fueron mas bajos que los reportados (Marquez & Guillot,
1988, Roldan, 2003), lo que indica que en la actualidad
la anoxia tiende a ser mas somera a partir de los 7 metros
de profundidad.

Tanto los perfiles verticales de oxigeno como los de
nutrientes permiten sugerir que varios procesos microbianos
estan teniendo lugar en el area de estudio, lo que respalda
las hipotesis planteadas anteriormente con respecto a
la distribucion de formas nitrogenadas en los embalses
eutroficos (Roldan, 2003). Uno de ellos es la amonificacion
que se observo al cuantificar altas concentraciones de
amonio tanto en aguas superficiales, entre los 2 y los 4
metros de profundidad (35 pM), como en aguas un poco
maés profundas, a los 8 metros (50 uM). En el primer caso,
probablemente la excrecién de amonio por parte de los
organismos y los procesos de remineralizacion de la materia
organica contribuyen a los altos niveles de este compuesto
encontrados en el epilimnio. Teniendo en cuenta los bajos
niveles de oxigeno (<40 uM) en la profundidad (8 m), es
probable que la elevada produccién de amonio sea producto
del proceso de reduccidn desasimilatoria del nitrato, sobre
todo en la estacion de Lozania, donde los niveles de nitrato
y de oxigeno estuvieron en el limite de deteccion en toda
la columna de agua. Este proceso se ha observado con
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frecuencia en otros ecosistemas acudticos con niveles
limitados de nitrato y ricos en carbono organico (Bruner &
Garcia-Gil, 1996, Kelso, et al., 1997, Burgin & Hamilton,
2007, Figueiredo, et al., 2012), sin embargo, para corroborar
esta hipotesis es necesario adelantar estudios en el area que
permitan confirmar si se esta dando dicha reaccion.

Los resultados también sugieren que la nitrificacion y
desnitrificacion tienen lugar en la columna de agua. En el
primer caso, la oxidacion de amonio a nitrato podria explicar
los dos picos de produccidn de nitrato observados a 4 metros
en Tomogo (36,1 uM) bajo condiciones oxicas y a 8 metros
en Isla del Sol (12,6 uM) bajo condiciones hipoxicas. Esta
observacion se corrobord indirectamente en Tomogé al
observar los altos niveles de N,O (34,5 + 1,2 nM) en los
perfiles verticales y los resultados de los experimentos que
indicaron que la nitrificacion contribuyd en mayor medida
a la produccion de N,O, dado que este gas es un producto
obligado de la oxidacién de amonio a nitrito causada por
bacterias y arqueobacterias (Hiorns, et al., 1995, Hastings,
etal., 1998, Speksnijder, et al., 1998, Santoro, et al., 2011).

En el caso de la desnitrificacion, esta también parece darse
en la columna de agua, ya que se observaron bajos niveles
de nitrato en todas las estaciones (entre los 2 y los 6 metros
en Isla del Sol, entre los 6 y los 10 metros en Tomogod y en
toda la columna de agua en Lozania), a lo que se suma la
deteccion de una leve reduccion del N,O entre los 4 y los 8
metros de profundidad en las estaciones de Tomogo e Isla
del Sol a medida que el oxigeno disminuia. Esto sugiere que
se produjo la reduccion del N,O a N, por desnitrificacion,
evidenciada, ademas, en los experimentos llevados a cabo
con las muestras de agua de Tomogd, en los cuales hubo
consumo de N,O (-49,6 + 31,0 nM/d) durante la incubacion,
probablemente por la accion de bacterias desnitrificantes.

Ademas, los resultados de los perfiles verticales de N,O
y CH, indican que varios procesos microbianos podrian
explicar los altos niveles de saturacion de ambos gases de
efecto invernadero cuantificados en el area. Para el caso del
N,O se observo una alta concentracion y saturacion en los
perfiles verticales, lo que concuerda con los datos reportados
en lagos eutréficos (hasta 557 %) (Wang, et al., 2006, 2009,
2010), en estuarios subtropicales (hasta 435 %) (Musenze,
et al., 2014), en embalses subtropicales en Australia (hasta
220 %) (Sturm, et al., 2013), en reservorios chinos (entre
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201 y 689 % (Liu, et al., 2011) y en el lago eutrofico
Lacamas (hasta 750 %) (Deemer, et al., 2011). Dado que las
aguas superficiales registran niveles elevados de saturacion
con respecto a las concentraciones de N,O atmosféricas en
equilibrio (325 ppbv; IPCC, 2011), se puede decir que la
represa de Prado es una fuente de emisiones de N,O a la
atmosfera, con lo que se ratifica lo reportado por Guérin,
et al. (2008), quienes indicaron que la contribucion a las
emisiones globales de gases invernadero de las emisiones
netas de N,O de los reservorios tropicales puede ser del
orden de 10 %.

Los altos niveles de saturacion de N,O cuantificados en la
columna de agua pueden explicarse por varios factores:
primero, su produccion in situ por bacterias de vida libre
o aquellas asociadas al material en particulas, como se ha
cuantificado en lagos mesotréficos (Abe, et al., 2000), y por
nitrificantes en el epilimnioy desnitrificantes en el hipolimnio;
en este Gltimo caso, se ha reportado una correlacion negativa
entre el N,O producido por desnitrificacion y los niveles de
oxigeno disuelto en aguas profundas o cercanas al sedimento
(Liu, et al., 2011, Deemer, et al., 2011). Segundo, por la
estratificacion, que implica tiempos de residencia del agua
estimados entre 50,3 y 136 dias (Marquez & Guillot,
2001, Roldan, 2003), evitando que los gases se mezclen y
se difundan hacia la superficie. Tercero, por la liberacion y
transporte del N,O del sedimento hacia la superficie como
lo han reportado Liu, et al. (2011). Cuarto, por oxidacion
aerobica y anaerobica del metano causada por bacterias
y arqueobacterias, pues el CH, se encontré en todas las
estaciones y, especificamente en la estacion de Lozania, se
observo que los niveles de N,O fueron los mas altos y se
mantuvieron mas o menos estables a lo largo de la columna
de agua y a pesar de la anoxia a partir de los 7 metros, lo
que indica que, probablemente, la desnitrificacion fue
reemplazada por la oxidacion del CH,. Sin embargo, aunque
se ha reportado la produccion de N,O mediante este proceso
en lagos (Borrel, et al., 2011), es necesario verificar si dicha
reaccion se esta dando en el embalse.

Enel casodel CH,, los perfiles verticales indicaron claramente
que habia una gran produccion de este gas por debajo de
los 8 metros de profundidad en el embalse, probablemente
por metanogénesis en los sedimentos y en la columna de
agua andxica, principalmente en el area de Lozania, donde
se alcanzaron concentraciones de hasta 242 uM, por lo que
la columna de agua se mantiene sobresaturada, convirtiendo
la represa en una importante fuente de emision del gas hacia
la atmosfera, como fue evidente por el burbujeo o ebullicién
del CH, propia de este gas en la superficie. Actualmente
se estima que entre 6 y 16 % de las emisiones naturales
de CH, provienen de los lagos y rios; en ese sentido, los
datos aqui registrados concuerdan con lo reportado por
Palma-Silva, et al., (2013) en otros lagos en los cuales
se registro claramente el proceso de metanogénesis en los
sedimentos (con producciones de hasta 1.727 pmol/g) y
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en la columna de agua (hasta 19,9 pumol/l), asi como en la
columna de agua andxica (Borrel, et al., 2011, Furlanetto,
et al., 2012), e incluso en la columna de agua oxigenada
de algunos lagos (Grossart, et al., 2011). En general, los
valores de saturacion superficial encontrados en Prado
(420-1.200 %) estaban en el mismo rango reportado para
otras hidroeléctricas, con valores de hasta 600 uM (Sturm,
et al., 2013, Soumis, et al., 2004), aunque por debajo de lo
reportado en la superficie de lagos someros (entre 2.000 y
8.000 %) por Wang, et al., (2010).

Si bien los resultados de sobresaturacion en los primeros
10 metros de la columna de agua indican que después de
40 afios de construida, la represa de Prado es una fuente
de gases invernadero (metano y oxido nitroso), hay que
tener muy en cuenta que para estimar acertadamente las
emisiones y los flujos totales de ambos gases desde cual-
quier ecosistema acuatico debe recopilarse informaciéon de
otros factores ambientales ademas de los analizados en esta
investigacién (nivel de oxigeno, temperatura), como son
la competencia por sustratos o aceptores de electrones, la
calidad y cantidad de la materia organica (Borrel, et al.,
2011), el tiempo de residencia del agua, la edad y la forma del
reservorio, la velocidad y la direccion del viento, la biomasa
de organismos planctonicos y bentdnicos, la concentracion
de carbono y nitrégeno inorganico disuelto, la variacién
diaria en las concentraciones de gases y la produccion neta
de ambos gases comparando la produccion antes y después
de la construccion de la hidroeléctrica (Goldenfum, 2012,
Wang, et al., 2010).

Los resultados de este estudio indican, por otra parte, que en
el &rea de Tomogo se esta dando un acople en la produccion
de N,O, tanto por procesos de nitrificacion como de
desnitrificacion, a bajos niveles de oxigeno (109 uM de O,)
y a 4 metros de profundidad. La nitrificacion fue el proceso
que mas contribuy6 a la produccion de este gas invernadero,
con tasas de 122,5 nM/d, mientras que la desnitrificacion
lo hizo a tasas de 19 nM/d. Dichos resultados concuerdan
con reportes previos sobre la mayor contribucion de la
nitrificacién a la produccién de N,O en el hipolimnion del
lago Lacamas (Deemer, et al., 2011), en el lago Nakaumi
(Senga, et al., 2002) y en dos hidroeléctricas en China (Liu,
etal., 2011), en tanto que la desnitrificacion se ha reportado
como fuente de N,O en la columna de agua del lago Taihu
(China) en relacion con bajos niveles de oxigeno y nitrato
(Wang, et al., 2010). La tasa estimada de produccion de
N,O por desnitrificacién en este estudio concuerda con
lo reportado en el hipolimnio del lago Kizaki (hipéxico y
mesotroéfico), en donde se han cuantificado entre 11 y 240
nM de N,O al dia (Abe, et al., 2000), tasas estas mas bajas
que las tasas potenciales (38,2 nM de N,O al dia) reporta-
das en el hipolimnio del reservorio meromictico Lacamas
(Deemer, et al., 2011). Estos datos corroboran lo hallado en
estudios previos en el area, que evidenciaron la presencia de
bacterias desnitrificantes de tipo nosZ en la columna de agua
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oOxica e hipoxica de Isla del Sol (Castro-Gonzalez, 2014), y
la riqueza y diversidad de las bacterias que pueden reducir el
N,O a N, en el agua de bajo oxigeno de Tomogo y Lozania
(Castro-Gonzalez & Pacheco, 2014).

Aunque a partir de los experimentos se estimd la tasa de
produccion de N,O por nitrificacion y desnitrificacion,
es importante resaltar algunas observaciones que se
hicieron durante los ensayos con respecto al efecto de los
inhibidores. En primer lugar, en relacion con el efecto
de la ATU, Jensen, et al., (2007) han reportado que en
una concentracion final de 886 uM en sedimentos, puede
inhibir en un 20% la desnitrificacion y la oxidacion
anaerobia del ion amonio (anamox) e, incluso, producir
la inhibicion de las bacterias metandtrofas (Deutzman
& Schink, 2011), por lo cual la disminucién en la
produccion de N,O detectada durante los experimentos
con inhibidores puede afectar el acople entre los diferentes
microrganismos presentes en la columna de agua. En este
caso fue evidente que la inhibicidon producida por la ATU
en el consumo de N,O alcanz6 75 %, lo que sugiere un
efecto significativo sobre la comunidad responsable de
este Gltimo paso de la reduccion a N,, o, quiza, mediante la
estimulacion de la desaparicion de nitrato y la disminucion
de la desnitrificacion, como se ha reportado previamente
en experimentos in situ (Hall, 1984). Por otra parte, el
acetileno que se agrego6 durante los experimentos (15 %
v/v), no inhibi0 la comunidad desnitrificante, a pesar de
que dicha concentracion se ha usado con efectividad en
muestras acuaticas (Abe, et al., 2000, Beaulieu, et al.,
2010, Wang, et al., 2012, Baxter, et al., 2012). Esto
probablemente se debe a los bajos niveles de nitrato en el
agua, lo cual se ha reportado como un factor negativo para
la accion del acetileno, sin embargo, otros estudios reportan
que algunas muestras han requerido mas de 290 uM (>0,7
KPa) y hasta 0,3 mM de acetileno (30 ml) para que se
produzca la inhibicion total de la comunidad desnitrificante
(Mosier & Francis, 2010), mientras que con solo 29 uM ya
se inhibe la comunidad anammox y la nitrificante.

En el futuro deben desarrollarse estudios sobre las variacio-
nes espacio-temporales (diarias, mensuales e interanuales)
de las emisiones netas y los flujos de N,O, asi como de los
procesos microbianos involucrados en el reciclaje de ambos
gases invernadero, que permitan determinar la importancia
del aporte natural y antropogénico de la hidroeléctrica de
Prado a las emisiones globales de gases invernadero.

Conclusiones

En general, con esta investigacion se determind que la
nitrificacion contribuye activamente a la produccion de N,O
en el epilimnio del embalse de Prado y que en comparacion
con otras hidroeléctricas y lagos en el mundo, las con-
centraciones de N,O y CH, cuantificadas en la columna
de agua fueron moderadamente altas. Sin embargo, la
sobresaturacién estimada para ambos gases en las aguas
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superficiales y profundas sugiere que el embalse podria
estar liberando cantidades significativas de estos gases
invernadero a la atmosfera.
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Resumen

Con el fin de presentar informacion bioldgica de los camarones de profundidad de importancia comercial para
una eventual pesqueria en el mar Caribe colombiano, en el presente estudio se propuso suministrar informacion
sobre la estructura de tallas, la talla media de madurez y la razén de sexos de los camarones de profundidad
Aristaeomorpha foliacea, Pleoticus robustus y Penaeopsis serrata. Las muestras se recolectaron con pesca de
arrastre en profundidades entre los 200 y los 550 m (estratos de profundidad de 100 m) en el Caribe colombiano.
Se registro la longitud total, el peso total, el sexo y el nimero de individuos por especie en cada estacion. La talla
media de madurez sexual se modelo ajustando la funcion logistica de la proporcion de especimenes maduros con
un intervalo de 5 mm de la longitud total. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las tallas y
pesos entre los sexos para las tres especies de camarones de aguas profundas, lo que reveld el dimorfismo sexual.
La proporcion sexual en todos los camarones de profundidad mostré diferencias significativas (p=0,000) entre el
numero de hembras y machos por clase de talla al compararla con una constante de referencia de 50 % de razon
sexual. La relacion entre la razon sexual con la talla y la distribucion de la frecuencia demostrd claramente una
predominancia de hembras en los grupos de menor talla en A. foliacea y P. robustus. Sin embargo, en P. serrata la
proporcion de sexos fue igual en los grupos con las menores tallas.

Palabras clave: estructura de tallas, razon sexual, talla media de madurez, Caribe colombiano, camarones de
aguas profundas.

Size structure, size at sexual maturity and sex ratio of deep-sea shrimps of commercial importance in the
Colombian Caribbean Sea

Abstract

We present biological information of commercially important deep-sea shrimps for a potentially new fishery in
the Colombian Caribbean Sea. To do so, our study aimed at providing information on the size structure, the size at
sexual maturity and the sex ratio of the deep-sea shrimps Aristaeo morphafoliacea, Pleoticus robustus, Penaeopsis
serrata. The samples were collected by trawling in depths ranging between 200 and 550 m (100 m strata intervals) in
the Colombian Caribbean Sea. We recorded the total weight, total length, sex and number of individuals per species
from each station. The size at sexual maturity was determined by adjusting the logistic function of the proportion
of mature specimens to 5 mm intervals of the total length. We found statistically significant differences in size and
weight between sexes for the three species, thus revealing sexual dimorphism. The sex ratio in all deep-sea shrimp
showed statistically significant differences (p=0,000) between the number of females and males by size class when
compared to a 50% constant reference sex ratio. The relationship between the sex ratio and the size frequency
distribution clearly showed a predominance of females in the smaller size groups in P. robustus and A. foliacea.
However, in P. serrata the sex ratio was equal in the smaller sizes.

Key words: Size structure, sex ratio, size at 50% maturity, Colombian Caribbean, deep-sea shrimps.

Introduccion de las tallas, las historias de vida, los cambios genéticos, las

relaciones predador-presa, y los efectos de la competencia

Los cambios en la estructura de las tallas debidos a la (Jennings & Dulvy, 2005). Por esta razdn, se han utilizado
actividad pesquera se pueden atribuir a la vulnerabilidad indicadores para hacer el seguimiento de los cambios
diferencial de las especies, los cambios en la composicion ecoldgicos y evaluar el desempefio del manejo pesquero
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desde un enfoque ecosistémico y con base en la estructura
de la talla de las poblaciones marinas (Jennings & Dulvy,
2005, Shin, et al., 2005, Yemane, et al., 2008).

Se han propuesto el tamafio medio, el tamafio en la madurez
y la longitud media en la madurez (Lmax) como indicadores
del nivel de poblacién por efecto de las pesquerias (Rochet
&Trenkel, 2003; Rice, 2003). De hecho, se ha demostrado
que un cambio en la estructura del tamafio de un ensamblaje
tiene gran influencia en la estructura y el funcionamiento del
ecosistema (Borgmann, 1987; Boudreau & Dickie, 1992;
Calder, 2001), de tal manera que la selectividad de los
tamafos hace que las pesquerias influyan en la organizacion
estructural y funcional de los ecosistemas marinos (Haedrich
& Barnes, 1997, Shin, et al., 2005; Yemane, et al., 2008).
Sin embargo, las proporciones relativas de los tamafios de las
clases en las comunidades marinas cambian no solo con el
nivel de explotacion (Daan, et al., 2005), sino que también
estan asociados con la razdn sexual en crustaceos marinos
(Wenner, 1972). Como posibles causas de los cambios en
la razon sexual en relacién con el tamafio se han planteado
la mortalidad diferencial, la restriccidon en la nutricion, la
mayor actividad de un sexo, la migracion de uno de los sexos
en determinado momento y el uso de habitats diferentes
por parte de los dos sexos (Wenner, 1972; Charnov, et al.,
1978; King & Moffit, 1984; Company & Sarda, 1997;
Koeller, et al., 2000; Charnov & Hannah, 2002; Chiba,
et al., 2006; Lizarraga-Cubedo, et al., 2008; Baeza &
Piantoni, 2010; Pongtippatee, et al., 2012; Grabowsky,
et al., 2014).

En estudios previos se ha determinado el potencial de nuevas
pesquerias de crustaceos de profundidad con alto valor
comercial, tales como la gamba espafiola (Aristaeomorpha
foliacea), el camardn rojo real (Pleoticus robustus) (Paramo
& Saint-Paul, 2012a), el camaron rosado manchado
(Penaeopsis serrata) (Paramo & Saint-Paul, 2012b) y
la langosta de aguas profundas del Caribe (Metanephrops
binghami) (Paramo & Saint-Paul, 2012c). La gamba
espafiola (A. foliacea) se encuentra en las aguas profundas
del mar Mediterrdneo y es un camarén comercialmente
importante (D"Onghia, et al., 1998; Figueiredo, et al.,
2001; Papaconstantinou & Kapiris, 2003; Politou, et
al., 2004; Mytilineou, et al., 2006; Mouffok, et al., 2008).
Esta especie tiene una amplia distribucion geografica que se
extiende desde el mar Mediterraneo y el Atlantico oriental,
el Atlantico occidental y el océano Indico y el Pacifico
occidental, y desde Japdn hasta Australia, Nueva Zelanda
y las islas Fidji, y se le captura activamente debido a su
alto valor comercial (Tavares, 2002). Gracia, et al., (2010)
exploraron las aguas profundas de la peninsula de Yucatan
en México y demostraron que A. foliacea y P. robustus
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representan un potencial recurso pesquero. A. foliacea cons-
tituye una pesqueria valiosa de camarén de profundidad
en la costa sur y sureste de Brasil (Pezzuto, et al., 2006;
Dallagnolo, et al., 2009). Esta especie también se captura
en gran abundancia frente a la costa del noreste de Florida,
en el delta del rio Misisipi (Tavares, 2002). EI camaron
rosado manchado (P. serrata) es de importancia comercial
en el Atlantico oriental y en el occidental (Holthuis, 1980):
se le encuentra en el Atlantico oriental frente al noroeste de
Africa (Marruecos, Rio de Oro), y en el Atlantico occidental
desde Carolina del Norte (EE.UU.) hasta Surinam, las islas
Bahamas, y el golfo de México en el mar Caribe (Holthuis,
1980; Pérez-Farfante, 1980); en el mar Mediterraneo se le
encuentra fuera de la costa de la isla Alboron y en el canal de
Cerdefia (Mura, et al., 2002). Con base en esta informacion,
el objetivo del presente estudio fue suministrar datos sobre
la estructura de las tallas, la talla media de madurez y la
razén de sexos de los camarones de profundidad de potencial
importancia comercial en el mar Caribe colombiano.

Materiales y métodos
Area de estudio

Las muestras se recolectaron en el mar Caribe colombiano
con pesca de arrastre en profundidades entre los 200 y los
550 m, en estratos de profundidad de 100 m con un minimo
de dos lances por cada estrato de profundidad (aunque el
ultimo estrato fue de 50 m). Se hicieron muestreos en agosto
y diciembre de 2009 en la zona sur y en marzo y mayo de
2010 en la zona norte a bordo del barco camaronero comercial
“Tee Claude” con una red de arrastre de tamafio de malla
al final del copo de 44,5 mm de nudo a nudo, sobre una
grilla de 87 estaciones (Figura 1). No fue posible recolectar
muestras entre Cartagena y el rio Magdalena debido a la
irregularidad del fondo. La ubicacion de los arrastres se
establecié usando una ecosonda comercial FURUNO
FCV 1150 con un transductor de 28 Khz de frecuencia. La
duracion de cada arrastre fue de 30 minutos y la distancia

13.0 fe=—+
N P
5’ﬂ‘um@

120 Ga_”_I:E}) Prof. (m)
11.0 o S
-'5 / ?}? ]

,,g P ¥
- 100 7 \
: b Morrosquillo ,"J: \,{ |
~“.. . _'__./\ml . -
%0 \ffﬁ/ \
{ —
sol QS?;E;“ coLovBlA N |}

770 760 750 740 730 720 710 W

Longitud

Figura 1. Area de estudio en el Caribe colombiano. Los circulos
indican las estaciones de muestreo.
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arrastrada por la red y la velocidad del barco (2,5 nudos en
promedio) se estimé con un GPS Garmin MAP 76CSx. La
abertura de la red fue de 11,58 m.

Estructura de las tallas

Se registraron el peso total, el sexo y el nimero de individuos
por especie en cada estacion. Todos los especimenes se
pesaron (peso total, PT) con una precisién de 0,1 g; la
longitud total (LT) se midio desde la punta del rostro hasta
la punta del telson con una precisién de 0,01 mm usando
calibradores digitales. Se evaluaron las diferencias en la
distribucion de frecuencias de las tallas y los pesos entre
hembras y machos mediante la prueba no paramétrica de
Kruskall-Wallis (Gotelli & Ellison, 2004). La separacion de
las distribuciones de la frecuencia de la longitud total para
hembras y machos permitié calcular la razon sexual para
cada clase de talla. Se hizo la prueba de ji al cuadrado para
establecer la significancia estadistica de las diferencias entre
el nimero de hembras y machos por clase de talla, con una
constante de referencia de 50 % de razén sexual.

Talla media de madurez

Los estadios de madurez macroscopica para las hembras
de camarones de profundidad (A. foliacea, P. robustus y P.
serrata) se determinaron visualmente siguiendo la escala
de madurez de cinco estadios: |, inmaduras; 11, desarrollo
temprano; 111, desarrollo tardio; IV, en desove; V, posterior al
desove (Levi & Vacchi, 1988; Figueiredo, et al., 2001). Para
estimar la talla media de madurez (LT, ) se consideraron
los estadios | y 1l como inmaduros y los estadios 11, IV y
V como maduros. La LT, se modeld ajustando la funcion
logistica de la proporcién de especimenes maduros con
un intervalo de 5 mm de LT. La curva se ajustd6 mediante
minimos cuadrados usando una regresién no lineal para
estimar los parametros y la LT,

1
1+exp(a+b*LT)’

P =

donde P(I) es la proporcion de hembras maduras, a 'y b son
los parametros estimados y LT es la longitud total. La talla
en el 50 % de madurez es LT, = (-a/b) (King, 2007).

Resultados

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas
en las tallas de los sexos para las especies de camarones
de aguas profundas estudiadas (Figura 2; Tabla 1), lo que
reveld el dimorfismo sexual (p=0,00). Los machos fueron
mas pequefios que las hembras en todas las especies. La
estructura de las tallas para las hembras de A. foliacea vari6
entre 72,53 y 225,00 mm de LT (talla media 163,95+27,59
mm de LT) y para los machos entre 87,67 y 203,00 mm de
LT (talla media 130,60+15,63 mm de LT). La distribucion de
frecuencia de LT para las hembras de P. robustus varid entre
99,05 y 232,00 mm de LT (talla media 179,98+26,14 mm
de LT) y en machos entre 111,00 y 207,00 mm de LT (talla
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Figura 2. Distribuciones de frecuencia de la longitud total de los
camarones de profundidad del Caribe colombiano

media 144,83 £12,55 mm de LT). La estructura de tallas
para P. serrata en las hembras estuvo entre 56,07 y 139,95
mm de LT, con una talla media de 108,10+16,77 mm de LT,
mientras que las tallas de los machos oscilaron entre 59,71
y 123,13 mm de LT, con una talla media de 96,15+13,49
mm de LT.

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en
los pesos entre los sexos de las especies estudiadas (Figura
3; Tabla 1), lo que revel6 el dimorfismo sexual (p=0,00). En
todas las especies de camarones de profundidad los machos
tuvieron menos peso que las hembras. La estructura del peso
en las hembras de A. foliacea varié entre 2,00 y 57,20 gr
(peso medio 27,35+12,83 gr) y para los machos entre 3,50
y 48,50 gr (peso medio 15,99+6,64 gr). La distribucion de
frecuencia del peso en las hembras de P. robustus varid
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Tabla 1. Estadistica descriptiva de la estructura de tallas (longitud total, LT) y peso total en hembras (H) y machos (M) de los camarones

de profundidad del Caribe colombiano

Especies Sexo Longitud total (mm) Peso total (gr)
n Media Min. Max. DeS\{laCIon p Media Min. Max. DesY|a0|on
estandar estandar
F 436 163,95 7253 225,00 27,59 27,35 2,00 57,20 12,83
A. foliacea 0,00 0,000
M 200 130,60 87,67 203,00 15,63 15,99 3,50 48,50 6,64
F 628 179,98 99,05 232,00 26,14 43,34 5,10 96,10 19,02
P. robustus 0,00 0,000
M 165 144,83 111,00 207,00 12,55 21,47 8,70 67,40 6,72
F 707 108,10 56,07 139,95 16,77 7,21 0,80 16,30 2,83
P. serrata 0,00 0,000
M 309 96,15 59,71 123,13 13,49 5,00 1,50 10,40 1,66
entre 5,10 y 96,10 gr (peso medio 43,34+19,02 gr) y en
100 1 A. foliacea machos, entre 8,70 y 67,40 gr (peso medio 21,47+6,72 gr).
La estructura del peso en las hembras de P. serrata estuvo
80 A entre 0,80 y 16,30 gr, con un peso medio de 7,21+2,83 gr,
© mientras que los pesos de los machos oscilaron entre 1,50 y
§ 60 10,40 gr, con un peso medio de 5,00+1,66 gr.
>
3 40 - B Hembras La proporcion sexual en todos los camarones de profundidad
L mostro diferencias significativas (p=0,000) entre el nimero
20 M Machos de hembras y machos por clase de talla al compararla con
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Figura 3. Distribuciones de frecuencia del peso total de los
camarones de profundidad del Caribe colombiano

una constante de referencia de 50 % de razon sexual. La
razén sexual de acuerdo a la clase de talla evidencié que
la proporcion de hembras fue alta en las tallas menores.
Se encontrdé una gran proporcion de hembras de gamba
espafiola (A. foliacea) de hasta 100 mm de LT, aunque
dicha medida fue variable, pues disminuy6 hasta 29,41 %
a los 110 mm de la LT, y a partir de 130 mm y hasta los
140 mm de LT volvid a incrementarse a 63,33 % para luego
mantenerse en 97,72 % en las tallas mayores de 150 mm
de LT (Figura 4). E1 100 % de las hembras de camaron rojo
real (P. robustus) tuvo tallas menores hasta la clase de 100
mm de LT, pero la proporcion disminuyé en las hembras a
partir de la clase de talla de 110 mm de LT a 83 % y después
sigui6 disminuyendo hasta llegar a 35,29 % en las hembras
en la clase de tallas de 130 mm de LT y 31,03 % en la clase
de tallas de 140 mm de LT. Posteriormente, la razon sexual
aument6 en favor de las hembras hasta alcanzar 97,27 % en
la clase de tallas de 170 mm de LT. En las tallas menores
de camaron rosado manchado (P. serrata) se encontré la
proporcion sexual de 50 % en la clase de talla de 50 mm
de LT, la cual aument6 hasta 62,16 % en la clase de 70 mm
de LT para luego disminuir hasta 42,15 % en la clase de
80 mm de LT; en la clase de talla de 90 mm de LT la razén
sexual llego a 56,57 % de hembras y siguidé aumentando
hasta llegar a 100 % en la clase de tallas de 130 mm de LT.

La talla media de madurez sexual (LT, ) para las hembras
de A. foliacea fue de 144,42 mm LT (32,3 % inmaduras y
67,7 % maduras); para P. robustus fue de 147,36 mm LT
(26,8 % inmaduras y 73,2 % maduras), y para P. serrata
fue de 75,71 mm LT (12,4 % inmaduras y 87,6 % maduras)
(Figura 5; Tabla 2).
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Figura 4. Razén sexual de hembras (H) y machos (M) de los
camarones de profundidad del Caribe colombiano

Discusion

La talla media de captura de A. foliacea (hembras: 163,95
mm LT; machos: 130,60 mm LT) fue similar a la talla media
reportada para una regién de pesca sin explotacién en el mar
Jonico en Grecia (Papaconstantinou & Kapiris, 2003).
En P. robustus la talla media fue similar a la reportada en
una region de pesca sin explotacion frente a la peninsula
de Yucatan en México (Gracia, et al., 2010). En el mar
Jonico en Grecia se encontraron diferencias significativas
entre los sexos de A. foliacea: la talla media de las hembras
fue de 156,85 mm LT y la de los machos de 120,43 mm
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Figura 5. Talla media de madurez sexual (LT
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Tabla 2. Parametros de talla media de madurez (LT, ) de los
camarones de profundidad del Caribe colombiano

Parametro A. foliacea P. robustus P. serrata

a 8,74 7,89 19,90

b -0,06 -0,05 -0,26
LT,,, (mm) 144,42 147,36 75,71

r? 0,95 0,86 0,96

LT (Papaconstantinou & Kapiris, 2003), lo cual coincide
con nuestros resultados (Tabla 1; Figura 2). La talla media
de madurez de las hembras de A. foliacea en el presente
estudio fue similar a la talla media de madurez en el
oeste del Mediterrdneo (150,81 mm LT, Belcari, et al.,
2003) y en el noroeste del mar Jénico en el Mediterraneo
(160,72 mm LT) (Carlucci, et al., 2006). En cuanto a los
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aspectos reproductivos de A. foliacea, se ha sugerido que
el desarrollo de los ovarios es inducido por la copulacion.
Los machos tienen una actividad reproductiva mas extensa
que las hembras. Las hembras inmaduras reciben los esper-
matoforos de los machos maduros y los conservan hasta
su maduracion sexual (Kapiris & Thessalou-Legaki,
2009). Las hembras de A. foliacea comienzan su actividad
reproductiva en el segundo afio de vida (Politou, et al.,
2004), por lo tanto, la gran proporcion de individuos de
crustaceos de profundidad con tallas grandes encontrada
en este estudio, y el hecho de que la talla media de captura
fue mayor que la LT, , refleja la existencia de poblaciones
sin explotar en el Caribe colombiano.

La relacién de la razén sexual con la talla y la distribucion
de frecuencia mostrd claramente un predominio de hembras
en los grupos de talla menor en A. foliacea y P. robustus.
Sin embargo, en los grupos de talla menor de P. serrata
la proporcion de sexos fue igual. La razon sexual de A.
foliacea registrada en el occidente del mar Mediterraneo se
incliné significativamente en favor de las hembras, aunque
favorecio a los machos en las clases de talla intermedia y
a las hembras en las clases de talla mayor (Belcari, et al.,
2003). Otro estudio en el mar Mediterraneo encontré que,
en general, la razén sexual en A. foliacea estuvo a favor de
las hembras; en los individuos de menos de 118,09 mm de
LT estuvo a favor de las hembras y en las clases de mas de
118,09 mm de LT estuvo a favor de los machos (Politou,
et al., 2004). Sin embargo, la razdn sexual de A. foliacea
en el mar Jonico en Grecia mostrd un predominio de los
machos. El patrén general es que en los machos se presentan
dos modas anuales mientras que en las hembras se dan tres
0 cuatro. Ademas, las hembras presentan una alta tasa de
crecimiento y la mortalidad natural es mayor en los machos
que en las hembras (Papaconstantinou & Kapiris, 2003).
La explicacion de la relacion de la razon sexual con la talla
puede responder a las diferencias sexuales en el crecimiento,
a la mortalidad o a la migracion (Siegel, et al., 2008). De
hecho, las diferencias en la mortalidad natural entre los sexos
es un factor que contribuye potencialmente a la desigualdad
de la razon sexual (Wenner, 1972). En este sentido, si las
tasas de crecimiento y mortalidad de machos y hembras
fueran las mismas, la razén sexual deberia permanecer
constante; por el contrario, para que haya aumentos y
reducciones en ciertas clases de talla debe haber diferencias
en las distribuciones de frecuencia de talla entre hembras y
machos con altas tasas de crecimiento en un sexo comparado
con el otro. Por lo tanto, el patron de la razon sexual es un
resultado de los efectos mezclados de las diferencias en la
tasa de crecimiento entre machos y hembras, de las tasas
de mortalidad y de la composicion de las edades (Siegel,
et al., 2008).

En el estrecho de Sicilia (mar Mediterraneo), el desembarco
de A. foliacea se estima en 1.000 toneladas por afio, con un
valor de alrededor de 15 millones de délares (Ragonese, et
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al., 1997, 2002). A. foliacea representa un tercio de la biomasa
total que se desembarca en el puerto Santo Stefano (Italia), lo
que se traduce en altos ingresos econémicos (Belcari, et al.,
2003). En estudios anteriores en el Caribe colombiano se ha
sefialado el potencial de una nueva pesqueria de crustaceos
de profundidad con gran valor comercial no solo a nivel local
sino en mercados internacionales. Sin embargo, se necesita
mas investigacion bioldgica para entender los pardmetros
del ciclo de vida de los crustaceos de aguas profundas
en el Caribe colombiano, tales como el crecimiento, la
reproduccion, el reclutamiento, la mortalidad, las areas y
épocas de desove, las areas de crianza y la biodiversidad
asociada, antes de la iniciar una iniciativa de ese tipo
(Paramo, 2011; Paramo, et al., 2011; Paramo & Saint-
Paul, 2012a, b, ¢). Esta informacion ayudara a desarrollar
estrategias apropiadas para iniciar, manejar y sostener
una nueva pesqueria comercial con criterio ecosistémico
(Bianchi, 2008). Por dltimo, se recomienda hacer un
estudio mensual para conocer los aspectos reproductivos
de los crustaceos de aguas profundas: la época reproductiva
y el maximo potencial reproductivo con la presencia de
espermatoforos en el telicum, lo cual indicaria que ha
habido apareamiento, asi como estudios histologicos para
comprobar los estadios de madurez gonadal y la actividad
de mudas durante el afio y estudios de selectividad y uso de
dispositivos excluidores de fauna acompanante.
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Abstract

The Lower Paleozoic Silgara Formation in the northern Santander Massif was affected by Caledonian prograde
regional metamorphism, which varies from low to medium grade and is represented by greenschist, epidote-
amphibolite and amphibolite facies. The Silgara Formation shows evidence of a regional metamorphism of Buchan
type (andalusite-cordierite) attributed to a crust that was affected by a considerable addition of heat due to magmas
which was overimposed on the Barrovian metamorphism that characterize this massif. An anticlockwise PT path
reveals that the initial conditions are represented by the mineral assemblage of chloritoid+pryrophyllite+chlorite
(all assemblages with quartztmuscovite) in greenschist facies and the final conditions correspond to the mineral
assemblage of sillimanitetbiotite+cordierite (+muscovitet+quartz+garnet if sufficient MnO and CaO are present) in
amphibolite facies due to the reaction andalusite = sillimanite occurred at 600 °C and 2.4 kbar. Additionally, in these
rocks several deformation events and evidences of shearing and intracrystalline deformation were found.

Key words: Silgara Formation, Santander Massif, mineral assemblages, metamorphism, P-T path.

Un caso de metamorfismo regional tipo Buchan (andalucita-cordierita) en la regién Norte del Macizo de
Santander, Cordillera Oriental (Colombia)

Resumen

La Formacion Silgara del Paleozoico Inferior en la parte norte del Macizo de Santander fue afectada por un
metamorfismo regional progrado Caledoniano, el cual varia de bajo a medio grado y est4 representado por las
facies esquistos verdes, epidota-anfibolita y anfibolita. La Formacion Silgara muestra evidencia de un metamorfismo
regional de tipo Buchan (andalucita-cordierita) atribuido a una corteza que ha sido afectada por una adicion
considerable de calor debido a magmas, el cual fue sobreimpuesto al metamorfismo Barroviense que caacteriza
a este macizo. Una trayectoria de PT antihoraria revela que las condiciones iniciales estan representadas por la
asociacion mineral de cloritoide+pirofilita+tclorita (todos las paragénesis con cuarzo+moscovita) en la facies de
esquistos verdes y las condiciones finales corresponden a la asociacion mineral de silimanita + biotita + cordierita
(+moscovita+cuarzo+granate si suficiente MnO y CaO estan presentes) en la facies anfibolita debido a la reaccion
andalucita = silimanita que ocurrié a 600 °C y 2.4 kbar. Adicianalmente, en estas rocas se encontraron varios
eventos de deformacion y evidencias de cizallamiento y deformacion intracristalina

Palabras clave: formacion Silgara, Macizo de Santander, paragénesis minera, metamorfismo, trayectoria P-T.

Introduction

The Santander Massif is situated in the Eastern Cordillera
(Colombian Andes), where it is divided into the NE-
SWitrending Perija range in Colombia and the ENE-WSW-
trending Mérida Andes in Venezuela (Figure 1). During the
last decades, the Santander Massif's metamorphic rocks
have been focus of interest in several studies (e.g., Restrepo-
Pace, 1995; Restrepo-Pace et al., 1997; Schafer et al. 1998;
Rios, 1999, 2001, 2005; Castellanos, 2001; Mantilla et al.,
2001, 2002, 2003; Rios et al. 2003a, 2003b, 2008a, 2008b;
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Cardona, 2003; Castellanos et al., 2004, 2008, 2010;
Garcia et al., 2005), which mostly were directed towards
the estimation of metamorphic conditions, considering the
importance of this ancient massif as key to understanding
the complex geotectonic evolution of the northwestern
continental margin of South America. The pre-Devonian
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Figure 1. (a) General sketch of the location of the Santander Massif. (b) Generalized geological map of the Santander Massif (adapted and

modified after Goldsmith et al., 1971).

metamorphic complex of the Santander Massif have been
divided into the following geological units, in ascending
order of tectono-stratigraphic level: Bucaramanga Gneiss
Complex, Silgara Schists Formation, Chicamocha Schists
Formation, Orthogneiss and San Pedro Phyllites Formation
(e.g., Ward et al.,1973; Mantilla et al., 2015), all of which
are cut by intrusive rocks that recorded magmatic events of
Caledonian to Jurassic age (Goldsmith et al., 1971; Banks
etal., 1985; Boinet et al., 1985; Dorr et al., 1995; Restrepo-
Pace, 1995; Ordoiiez, 2003; Ordoiiez and Mantilla, 2005).
Mantilla et al. (2015) reported the following U-Pb ages from
detrital zircons: a Neo-Proterozoic age (~900 Ma) for the
Silgaré Schists Formation, and a Middle Cambric age (~500
Ma) for the Chicamocha Schists Formation. According to
Mantilla et al. (2015), the climax of the metamorphism that
affected these metamorphic units ocurred during the main
event of the Fammatinian orogeny (Early Ordovician; 480-
470 Ma), which can be related to the emplacement of syn-
tectonic granitoids of ages between 480 and 472 Ma that
form part of the Orthogneiss (e.g., Mantilla et al., 2012).
On the other hand, the San Pedro Phyllites Formation

represents the youngest metamorphic unit in the Santander
Massif, with a Late Ordovician age (>450 Ma), although
the metamorphism that affected it has not been determined
by geochronologic methods (Mantilla et al., 2015). This
metamorphic event, which has produced very low grade
metamorphic rocks (e.g., phyllites and metasedimentary
rocks, such as those observed in the suty area), can be related
with a minor event of the Fammatinian orogeny (Mantilla
et al., 2015). The basement of the Santander Massif is
unconformably overlain by sedimentary sequences of
Devonian to Tertiary age (Ward et al., 1973). Rios and co-
workers (Rios, 1999, 2001, 2005; Rios and Takasu, 1999;
Campos, 1999; Montenegro y Barragan, 1999; Garcia y
Campos, 2000; Rios and Garcia, 2001; Castellanos, 2001;
Mantilla et al., 2001, 2002, 2003; Gélvez and Marquez,
2002; Rios et al. 2003a, 2003b, 2008a, 2008b; Cardona,
2003; Castellanos et al., 2004, 2008, 2010; Garcia et
al.,, 2005; Gémez y Avila, 2006) have conducted in the
last decade numerous studies on the geological evolution
of the different metamorphic units outcropping in the
Santander Massif, emphasizing on the metamorphic rocks
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of the Silgara Formation, modifying the classic scheme of
metamorphic zones and isograds proposed by Ward et al.
(1969, 1970), revealing a complex history of metamorphism
and deformation for this geologic unit. The purpose of this
work is to reconstruct the tectono-metamorphic evolution of
the metamorphic sequence of the Silgara Formation exposed
in the Northern Santander Massif (NSM) as a contribution
to knowledge and understanding of the development of
orogenic processes in the Colombian Andes.

Geological context

The rocks of interest in this study correspond to the
metapelitic sequence Silgara Formation exposed in the
NSM, which generally trend NW and dip in a moderate
to steep angles toward NE or NW. The main regional
structure is represented by the NW-trending, nearly vertical
Bucaramanga - Santa Marta Fault in the southwest of the
study area, which is probably strike-slip with protracted
deformation (Goldsmith et al., 1971), strongly influencing
the tectonic in the study area as revealed by a very complex
tectonic history. This fault is the responsible of a NW fault
system, within which are the San Calixto, Las Mercedes,
El Tarra and Hacari, the first two of them representing the
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tectonic limits (thrusting faults) of the metapelitic sequence
described above. The San Calixto Fault promotes the
thrusting of Precambrian rocks on the igneous-metamorphic
complex, whereas the Las Mercedes Fault promotes the
thrusting of promotes the igneous-metamorphic complex
on Cretaceous and Tertiary rocks. The metapelitic sequence
of the Silgard Formation is divided in three long stripes;
Western (Hacari - La Playa - Guayabal - Abrego - Tarra
sector), Central (Tarra - La Curva sector), and Eastern
(La Fortuna - Sardinata sector), as shown in Figure 2.
It was affected by the quartzmonzonite Aguablanca
Batholith and the Intrusive - Extrusive Igneous Complex
(quartzmonzonite intrusive phase and ryolite effusive -
explossive volcanism series) of approximate NS direction.
Here, the Silgard Formation is composed mainly of pelitic
rocks with thin interlayers of psammitic, semipelitic, meta-
basic and metacarbonate rocks, which were affected by a
regional metamorphism during the Caledonian orogeny,
recognizing a different type of metamorphism as revealed
by a progressive mineral sequence that defined a pattern of
metamorphic zonation (biotite — andalusite — cordierite
— silimanite) after a metamorphism of Buchan type under
low-P and high-T conditions. Pelitic rocks were affected by
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Figure 2. Generalized geological map of the study area, showing the three stripes in which the metapelitic sequence of the Silgara Formation
is divided (modified after Clavijo, 1977). 1 (Quaternary sedimentary deposits); 2 (Tertiary continental sedimentary rocks); 3 (Cretaceous
epicontinental sedimentary rocks); 4 (Jurassic continental sedimentary rocks); 5 (Jurassic acid and intermediate plutonic and volcanic
rocks); 6 (Pre-Devonian metamorphic rocks of sedimentary protolith - Silgara Formation); 7 (Cambrian metamorphic rocks of igneous
protolith - Orthogneiss); 8 (Precambrian metamorphic rocks of sedimentary protolith - Bucaramanga Gneiss Complex); 9 (Fault); 10

(Road); 11 (Sampling locality).
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multiple deformations, giving rise to interference patterns.
This metamorphism can be atributed to the igneous activity
operating as metamorphism proceeds.

Figure 1S, http://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/
article/downloadSuppFile/186/550. illustrates several features
about the field occurrence of metapelitic rocks of Silgara
Formation in the NSM, particularly, in the western, central
and eastern stripes, which are describes as follows:

Western stripe (Figures 1Sa-1Sb). In this sector the
metamorphic sequence is represented mainly by phyllites,
quartzites, metasandstones and schists, the former being the
predominant lithotype. These rocksshow a tabular geometry
(10-60 cm thick) and poorly developed schistose structure,
slightly subparallel foliation, intense jointing, and yellowish
brown to gray depending on the degree of alteration. In some
cases, biotite aggregates giving a mottled appearance to the
rock. Quartz veins (aproximately 0.1 cm thick) are locally
observed. Phyllites show a foliation with direction N5°E and
dip 60°SE or 60°NW, although almost vertical foliations were
also observed. Schists occur in two varieties; micaschists
with or without cordierite and andalusite. The first of them
occur as highly jointed massive bodies with schistose and
mottled structure and subparallel foliation (direction 30-
65°NW, dipping 60°NE and 60°SW, although almost vertical
foliations were also observed); in some parts a compositional
banding (0.4 cm thick) can be observed. The latter of them
occur as highly jointed massive bodies with schistose struc-
ture and undulating subparallel foliation (N10°W/70°NE
or N5°E/45°NW), but NS foliations and vertical dip were
also observed). Quartz veins (0.5-1.5 cm thick) are locally
observed. Other varieties of rocks are represented by
quartzites, metasandstones and metaconglomerates cropping
out along the Los Angeles and Paramillo streams, developing
highly jointed tabular bodies with variable thickness (20-
50 cm), with thin interbedded phyllites. Quartzites show a
massive structure and they are very compact and are cross
cut by quartz veins (0.1 cm thick). Metasandstones and
metaconglomerates display a massive structure, although
they locally develop a banded structure, with the last of them
containing rounded boulders of about 0.5-1 ¢cm in average
diameter. Quartz veins (0.2 cm thick) were also observed.
Micaschists and metawackes crop out towards the sector La
Playa - Hacari. Fine- to coarse-grained micaceous schists
show a well-developed schistose and locally banded structure,
parallel to undulating subparallel foliation. They are yellow-
reddish depending on the degree of alteration and show
little compaction because they break easily following the
foliation surface. Fine-grained metawackes show a reddish
color and present quartz porphyroclasts. In this stripe the
average foliation is approximately of direction 5-35°NW
and dip 45-60°NW or NS/60°E.

Central stripe (Figures 1Sc-1Se). Highly jointed and weath-
ered medium-grained andalusite-bearing schists crop out
in this sector, displaying a banded and slightly schistose
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structure and parallel plane foliation (approximately
N50°W/45°NE). Additionally, graphite slates with and
without andalusite cropping out as structurally very
complex bodies due to their high degree of jointing. The
average foliation of these rocks is N60°W/45°NE. Very fine-
grained andalusite-bearing graphite slates of light to dark
gray color and silky luster show a poor-developed schistose
structure, lepidoblastic texture and slightly subparallel
foliation. Andalusite-absent graphite slates show similar
features to those observed in andalusite-bearing graphite
slates, except by the absent of andalusite. They generally
show a dark gray color and higher weathering with rusty
surfaces. Fine-grained graphite phyllites of dark gray and
orange in rusty bands and silky luster occurs along with
graphite slates described above, cropping out as tabular
bodies of different thickness characterized by composi-
tional banding of rusty appearance (approximately of 0.7-
1.2 cm thick), lepidoblastic texture and coarse foliation. The
average foliation of these rocks is N80°W/60°NE. Towards
the center of this stripe, a sequence of interbedded slates and
quartzites occurs. Quartzites crops out as thick tabular and
very jointed bodies, which are characterized by a massive
structure, compact appearance and granoblastic texture.
They show light to dark gray and greenish gray color quartz
veins of 0.1-0.2 cm thick. Sometimes, the quartzites show a
compositional banding with very thin straight and parallel
bands (< 0.1 cm) of dark green color. Highly jointed very
fine-grained greenish gray slates crop out as tabular bodies of
variable thickness (5-30 cm thick). They display a foliation
of direction EW and vertical dipping or N85°W/60°NE.
These rocks show a greenish gray color and silky luster,
lepidoblastic texture and coarse foliation. In some cases,
a distinct compositional banding is observed with green
bands in different tones and thickness. Toward the right
edge of this stripe, a sequence of interbedded quartzites and
phyllites crops out, predominating the first of them. Very
jointed and fine- to medium-grained quartzites occur as
tabular bodies with average thickness of 40-70 cm. They are
characterized by a massive structure, compact appearance,
and lepidogranobléstica texture. Microveins of quartz (0.3
cm thick) and microfaults cross cut these rocks, which are
mainly composed of quartz (some of this of coarse size),
with muscovite and plagioclase. Fine-grained phyllites
occur as tabular bodies of variable thickness, which are
characterized by their poor-developed schistose structure,
comptact appearance, subparallel foliation, and dark bluish-
gray color and silky luster.

Eastern stripe (Figurs 1Sf). A sequence of medium- to coarse-
grained micaceous schists characterized by the presence
of sillimanite occurs in this stripe. These rocks shows a
gneissic to schistose structure, coarse to slightly subparallel
foliation, lepidogranoblastic to granolepidoblastic texture,
dark gray color, containing biotite, quartz, muscovite and
plagioclase, among others. In parts quartz veins of 0.4 cm
thickness are observed.
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Metapelitic rocks are the major constituents of the Silgara
Formation, with minor intercalations of metamafic rocks.
They display a well-developed schistosity, though sedi-
mentary bedding is locally preserved and well displayed
in low-grade metamorphic rocks of the biotite zone. The
lithology of the sequence is characterizaed by the occur-
rence of the following lithotypes: phyllites, metasandstones,
metawackes, micaschists, quartzites, andalusite-bearing
slates and schists, garnet-bearing sillimanite schists,
andalusite- and cordierite-bearing micaschists and
metagabres. General macroscopic characteristics of the
metapelitic rocks Silgara Formation observed at the NSM
are shown in Figure 2S, http://www.raccefyn.co/index.php/
raccefyn/article/downloadSuppFile/186/551.

Materials and methods

Petrographic analyses of different metapelitic rocks were
carried out to establish their textural and structural features
as well as their mineralogy, using the transmitted light
microscopy (Nikon triocular microscope, model Labophot2-
POL) of the School of Geology at the Universidad Industrial
de Santander. On the other hand, this was very useful to
deduce the reaction history of the metapelitic sequence,
and its PT metamorphic conditions, constructing a PT
path. The interpretations are based on the observed mineral
assemblages in equilibrium in the lithotypes identified
in this study, and the comparison between these mineral
assemblages and results obtained by Rios and co-workers
(e.g., Rios, 1999; Castellanos, 2001; Rios et al. 2003a,
2008a; Garcia et al., 2005; Castellanos et al., 2008) in
other regions of the Santander Massif.

Petrography

A detailed petrographic study of thin sections was
developed on all specimens. Figure 3 illustrates the main
petrographic aspects of the Silgara Formation metapelitic
rocks at the NSM. Mineral abbreviations are after Kretz
(1983) and Bucher and Frey (1994). Mineral assemblages
reveal that these rocks were affected by a regional meta-
morphism of Buchan type (andalusite-cordierite).

Slates

These rocks are composed mainly of biotite and ilmenite,
and the typical mineral assemblage is quartz + biotite +
muscovite. Plagioclase occurs as an accessory mineral.
The protolith of the slates corresponds to very fine-grained
pelitic sediments, which were affected by a metamorphism
reaching the greenschist facies. They show lepidoblastic
to granolepidoblastic textures, which are defined by the
orientation of biotite and ilmenite. Figures 3al and 3a2
illustrate the main microstructural and textural features
observed in this lithotype.

Phyllites

These rocks are characterized by the presence of muscovite
and quartz, and the typical mineral assemblages are quartz +
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muscovite + biotite; quartz + muscovite + chlorite. Epidote,
chloritoid, titanite and zircon occur as accessory minerals.
Their protolith corresponds to fine-grained pelitic sediments,
which were affected by a metamorphism reaching the green-
schist facies. They show a lepidoblastic to granolepidoblastic
textures, which are defined by the alignment of muscovite.
Figures 3b1 and 3b2 illustrate the main microstructural and
textural features observed in this lithotype.

Slightly conglomeratic metasandstones

These rocks are characterized by the following mineral
assemblages: quartz + muscovite + biotite; quartz + biotite
+ plagioclase + K-feldspar; quartz + biotite + microcline.
Apatite is the main accessory mineral. Their protolith
corresponds to coarse-grained detritic quartz-rich sediments,
which were affected by a metamorphism reaching the
greenschist facies. They show a lepidogranoblastic texture,
although a porphyroblastic texture with granolepidoblastic
matrix can be locally recognized. Figures 3cl and 3c2
illustrate the main microstructural and textural features
observed in this lithotype.

Metawackes

These rocks are composed of quartz, muscovite, chlorite,
and oxide minerals in a muddy matrix of brown color
and earthy character. They show porphyroblasts of
quartz, muscovite and oxide phases. Apatite is the main
accessory mineral.

Micaschists without garnet

These rocks are composed mainly of biotite and muscovite,
and the typical mineral assemblages are quartz + biotite
+ muscovite; quartz + plagioclase + muscovite; quartz +
plagioclase + biotite. Epidote, zircon and tourmaline are
the main accessory phases. Their protolith corresponds to
medium- to coarse-grained pelitic sediments, which were
affected by a metamorphism reaching the greenschist facies.
They show a lepidogranoblastic to granolepidoblastic
texture, which is defined by the alignment of mica
minerals, developing a schistose structure. Figures 3d1
and 3d2 illustrate the main microstructural and textural
features observed in this lithotype.

Micaschists with garnet

These rocks are composed mainly of muscovite, with
minor quartz, and the typical mineral assemblage is quartz
+ muscovite + garnet. Tourmaline occurs as the main
accessory phase. Their protolith corresponds to medium-
to coarse-grained pelitic sediments, which were affected
by a metamorphism reaching the greenschist facies. They
show a porphyroblastic texture with granolepidoblastic
matrix, which is defined by the alignment of muscovite.
Figures 3el and 3e2 illustrate the main microstructural
and textural features observed in this lithotype.
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Figure 3. Photomicrographs in plane-polarized light and crossed-polarized light, respectively, of the different lithotypes identified in the
metapelitic rocks of the Silgarad Formation at the NSM.
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Muscovite schists

These rocks are composed mainly of muscovite, and the
typical mineral assemblage is quartz + muscovite + biotite.
Zircon and epidote occurs as the main accessory phases.
Their protolith corresponds to medium- grained pelitic sedi-
ments, which were affected by a metamorphism reaching
the greenschist facies. They show a granolepidoblastic
to lepidogranoblastic texture, which is defined by the
alignment of muscovite. Figures 3f1 and 3f2 illustrate the
main microstructural and textural features observed in
this lithotype.

Quartzites

These rocks are characterized by the following mineral
assemblages: quartz + muscovite + biotite; quartz +
plagioclase + muscovite. The accessory minerals are
tourmaline, zircon and apatite. Their protolith corresponds
to medium- to coarse-grained detritic quartz-rich sediments,
which were affected by a metamorphism reaching the
greenschist facies. They show a granoblastic texture Figures
3g1 and 392 illustrate the main microstructural and textural
features observed in this lithotype.

Micaceous quartzites

These rocks are characterized by a high content of mica-
ceous minerals, and the typical mineral assemblage is quartz
+ muscovite = plagioclase. The accessory minerals are
tourmaline, zircon and apatite. Their protolith corresponds
to medium- to coarse-grained detritic quartz-rich sediments,
which were affected by a metamorphism reaching the
greenschist facies. They show a lepidogranoblastic texture.
Figures 3h1 and 3h2 illustrate the main microstructural and
textural features observed in this lithotype.

Andalusite-bearing graphite slates

These rocks are characterized by the presence of anda-
lusite porphyroblasts and high content of muscovite and
graphite, and the typical mineral assemblage is quartz +
muscovite + andalusite. Epidote occurs as an accessory
mineral. Their protolith corresponds to fine- to medium-
grained pelitic sediments, which were affected by a
metamorphism reaching the amphibolite facies. They show
a porphyroblastic texture with lepidoblastic matrix, which
is defined by the alignment of muscovite and graphite.
Figures 3il and 3i2 illustrate the main microstructural and
textural features observed in this lithotype.

Andalusite-bearing muscovite schists

These rocks are characterized by the presence of andalusite
porphyroblasts in a matrix mainly composed of muscovite,
and the typical mineral assemblage is quartz + muscovite
+ andalusite. Their protolith corresponds to medium-
grained pelitic sediments, which were affected by a meta-
morphism reaching the amphibolite facies. They show a
porphyroblastic texture with lepidoblastic matrix, which is
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defined by the preferred orientation of muscovite. Figures
3j1 and 3j2 illustrate the main microstructural and textural
features observed in this lithotype.

Tourmaline- and andalusite-bearing schists

These rocks are characterized by the presence of tourma-
line and andalusite porphyroblasts, and the typical mineral
assemblage is quartz + muscovite + andalusite. Their
protolith corresponds to medium- to coarse-grained pelitic
sediments, which were affected by a metamorphism reaching
the amphibolite facies. They show a porphyroblastic texture
with granoblastic, lepidogranoblastic and poiquiloblastic
matrix. Figures 3k1 and 3k2 illustrates the main micro-
structural and textural features observed in this lithotype.

Garnet-bearing sillimanite schists

These rocks are characterized by the presence of garnet
porphyroblasts and sillimanite, and the typical mineral
assemblages are sillimanite + biotite + muscovite; biotite
+ muscovite + quartz; sillimanite + muscovite + quartz;
K-feldspar + sillimanite + biotite + muscovite; garnet +
muscovite + biotite + quartz. Epidote, zircon, apatite and
tourmaline are the main accessory phases. Their protolith
corresponds to medium- to coarse-grained pelitic sediments,
which were affected by a metamorphism reaching the
amphibolite facies. They show a porphyroblastic tex-
ture with a granolepidoblastic to lepidogranoblastic and
poiquiloblastic matrix, which is defined by the alignment
of mica minerals and sillimanite developing subparallel
bands in a schistose structure. Figures 311 and 312 illustrate
the main microstructural and textural features observed in
this lithotype.

Andalusite- and cordierite-bearing micaschists

These rocks are characterized by the presence of andalusite
and cordierite porphyroblasts in a matrix mainly composed
of muscovite, biotite and quartz, and the typical mineral
assemblage is quartz + muscovite + biotite + andalusite;
quartz + muscovite + biotite + cordierite; quartz + muscovite
+ biotite + andalusita + cordierite. The main accessory
minerals are tourmaline and epidote. Their protolith
corresponds to fine- to medium-grained pelitic sediments,
which were affected by a metamorphism reaching the
pyroxene-hornfels facies. They show a porphyroblastic
texture with granolepidoblastic to lepidogranoblastic and
poiquiloblastic matrix. Figures 3m1 and 3m2 illustrate
the main microstructural and textural features observed in
this lithotype.

Metagabres

These highly altered rocks are characterized mainly of
muscovite and aggregates of chlorite + epidote, the last of
them as a product of alteration of amphibole. The following
mineral assembles can be recognized: quartz + muscovite
+ biotite; garnet + quartz + muscovite. Their protolith
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corresponds to mafic rocks, which were affected by a
metamorphism reaching the greenschist facies. They show
a porphyroblastic texture with lepidoblastic matrix. Figures
3nl and 3n2 illustrate the main microstructural and textural
features observed in this lithotype.

The backscattered electron (BSE) images in Figure 4
illustrate some examples of the andalusite-cordierite facies
metamorphic rocks revealing some interesting relation-
ships between ghost cordierite and relictic andalusite
porphyroblasts and matrix. Figures 4a-4b reveal the
occurrence of pelitic schists with pseudomorphs of biotite,
muscovite and pinnite after cordierite, with numerous quartz
inclusions and ilmenite as the main accessory phases. Note
the irregular contact between a ghost cordierite porphyroblast
and matrix mineral phases (biotite+muscovite). Figure 4c
shows a typical pelitic schist with a pseudomorph of sericite
after andalusite, which is preserved as relics. It is included
in a large ghost cordierite porphyroblast similar to those
described above. Note the high concentration of biotite in
this contact. limenite occurs as the main accessory phase

§ ".. 'l_“
‘Reljetic'andajusita
arphyroblastin
ingndEt.cordier
porphyroblas!

A case of regional metamorphism of Buchan type in the NSM

in the matrix, whereas fluorapatite is locally observed
as scarce inclusions in the relictic andalusite. Chlorite is
commonly observed as a replacement product of biotite in
the matrix. Figure 4d illustrates a very fine-grained pelitic
schist with numerous biotite and muscovite pseudomorphs.
The BSE images in Figure 3S, http://www.raccefyn.co/
index.php/raccefyn/article/downloadSuppFile/186/552
and 4S, http://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/
downloadSuppFile/186/553; show not only the textural rela-
tionships between ghost cordierite and relictic andalusite
porphyroblasts and matrix but also the semiquantitative
energy dispersive spectrum (EDS) analysis at different points.

In Figure 3S, the EDS spectrum of biotite (1) reveals that it
mainly consists of O, Si, Al, Fe, K and Mg elements, with
minor Ti and Mn. The mass ratios of O:Si:Al:Fe:K:Mg were
29.72:18.49:12.82:17.85:7.44:5.81. The EDS spectrum of
muscovite (2) shows that is mainly composed by O, Si, Al,
K, Fe and Na elements, with mass ratios of O:Si:Al:K:Fe:Na
of 34.99:25.40:22.46:8.28:2.10:1.13. The presence of quartz
(3) was confirmed in the EDS spectrum, which shows very
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Figure 4. Backscattered electron (BSE) images of pelitic schists from the andalusite-cordierite facies.
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high intensity peaks for Si and O (mass ratios of Si:O =
41.63:58.37). The EDS spectrum of ilmenite (4) shows that
is mainly composed by O, Ti and Fe elements, with mass
ratios of O:Ti:Fe of 23.80:32.56:30.75, with minor Mn. The
presence of Si, Al and V can be attributed to contamination
of the surface of the sample. The EDS spectrum of pinnite
(5) shows that is mainly composed by O, Si, Al, K, Fe and
Mg elements, with mass ratios of O:Si:Al:K:Fe:Mg of 34.
38:24.27:19.71:7.16:5.32:2.11. EDS spectra are in agree-
ment with literature data (http://www.sfu.ca/~marshall/sem/
mineral.htm).

In Figure 4S, the EDS spectrum of andalusite reveals that
it mainly consist of O, Si and Al elements (mass ratios
of O:Si:Al of 34.56:45.46:11.01). The EDS spectrum of
biotite (2) reveals that it mainly consists of O, Si, Al and
K elements, with minor Na, Mg and Fe. The mass ratios of
O:Si:Al:K were 33.58:24.92:22.89:8.64. The EDS spectrum
of muscovite (3) shows that is mainly composed by O, Si, Al,
K, Fe and Na elements, with mass ratios of O:Si:Al:K:Fe:Na
of 34.99:25.40:22.46:8.28:2.10:1.13. The presence of quartz
(4) was confirmed in the EDS spectrum, which shows very
high intensity peaks for Si and O (mass ratios of Si:O =
37.41:54.06). The EDS spectrum of fluorapatite (5) reveals
the presence of Ca, O, P and minor F elements (mass ratios
of Ca:O:P:F = 43.32:25.45:20.27:3.41). The EDS spectrum
of sericite (6) shows that is mainly composed by O, Si, Al
and K elements, with minor Fe and Mg, with mass ratios
of O:Si:Al:K of 34.01:27.77:18.24:8.11. EDS analysis of
chlorite (7) indicates that this alteration mineral show high
intensity peaks for O, Si, Al and Fe and low intensity peaks
of K and Mg (mass ratios of O:Si:Al:Fe:K:Mg = 31.39:
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20.26:16.23:13.90:6.40:5.44). EDS spectra are in agree-
ment with literature data (http://www.sfu.ca/~marshall/sem/
mineral.htm).

Figure 5 illustrates X-ray elemental maps of Si, Al, Mg,
Fe Na and K contents from a pelitic schist with a ghost
cordierite porphyroblast, which are very useful to discuss
the elemental distribution of mineral phases. Note the
contrast between Si and Al, Mg and Fe contents. There is
a strong correlation between Al, Mg and Fe in biotite (in
green colors), whereas there is a reverse correlation between
Al (high content — pink color) and Mg and Fe (low content
- dark blue to black colors) in sericite and muscovite. The
low Mg and Fe regions in the matrix can be attributed to
muscovite. The distribution of Na and K shows a reverse
behavior and is strongly related to the occurrence of sericite
in the pseudomorph after cordierite or muscovite in the
matrix. The corresponding maps derived from the X-ray
peaks for Ca, Ti and P (not shown) reveal very low contents.

Metamorphism and structural features

The mineral paragenesis and textures in the rocks of interest
in this study contribute to interpret the relative metamor-
phism sequence and its associated deformation events. Most
rocks in the study area have mineral assemblages from the
greenschist facies (especially on the western part), although
in the central and eastern parts, mineral assemblages from
the amphibolites facies are observed along the contact with
Jurassic intrusive bodies and orthogneisses. We suggest
a regional metamorphic zonal scheme of Buchan type
(andalusite-cordierite) based on our field observations and
petrographic analysis, with the following metamorphic

Mgk Kv: 20 120x —v 250um
Wit% Zaf Dwell: 500ms SMax: 12.4 Wit% Zaf

KK Kv: 20 120x 1 250 um
Wt% Zaf Dwell: 500ms SMax: 19.0 Wt% Zaf

Figure 5. Si, Al, Mg, Fe, Na and K compositional maps of a ghost cordierite porhyroblast (andalusite-cordierite facies). Light colors show
areas of high concentration while dark colors represent areas of low concentration (black is very low concentration).
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zones in increasing order of metamorphism: biotite, garnet,
andalusite, andalusite-cordierite and sillimanite. The biotite
zone is represented by the occurrence of phyllites with
thin interbedded slates. Locally, arkose to graywacke
metasandstones, metaconglomerates, micaceous schists
are observed. These rocks belong to the greenschist facies
and the biotite subfacies. The typical mineral assemblage
in this metamorphic zone is Bt + Ms + Chl + Qtz. The
garnet zone is represented by the occurrence of garnet-
bearing schists, which belong to the greenschist facies and
the garnet subfacies. The typical mineral assemblage in
this metamorphic zone is Bt + Ms + Grt + Pl + Qtz. The
andalusite zone is represented by the occurrence of graphite
schists with andalusite porphyroblasts, which belong to the
amphibolite facies and the andalusite-almandine subfacies.
The typical mineral assemblage in this metamorphic zone is
And + Grt + Bt + Ms + Qtz. The cordierite-andalusite zone
is represented by the occurrence of schists with cordierite,
andalusite and garnet porphyroblasts, which belong to the
amphibolite facies and the andalusite-almandine subfacies.
The typical mineral assemblage in this metamorphic zone
is And + Grt + Bt + Ms + Qtz. The sillimanite zone is
represented by the occurrence of sillimanite-bearing schists,
which belong to the amphibolite facies and the sillimanite-
almandine-orthoclase subfacies. The typical mineral assem-
blage in this metamorphic zone is Sil + Grt + Or + P1 + Bt
+ Qtz. The concepts of metamorphic facies and subfacies
were modified after Smulikowski et al. (2007). The mineral
assemblages described above indicate their crystallization
under high-T and low-P conditions of metamorphism. The
Silgard Formation pelitic rocks experienced retrograde
metamorphism during the last stage. Retrograde reactions
are observed mainly in the higher grade metamorphic zones,
including partial replacement of chlorite after garnet rims
and fractures, chlorite after biotite, sericite after plagioclase
and andalusite and pinnite after cordierite.

A polyphase deformation is revealed by the relationships
between the microstructure and mineral assemblages defin-
ing it. Several steps of deformation can be recognised in
these rocks. The first step of deformation (S) is revealed
by a dominant foliation (slaty cleavage) defined by chlorite
and muscovite in very fine-grained slates and phyllites,
chlorite, muscovite and graphite in bimicaceous schists,
and biotite and sillimanite in schists. On the othe hand,
elongated quartz, and sometimes plagioclase and orthoclase
are concordant with the schistosity, which suggests a
simultaneous growth during the deformation. The second
step of deformation (S ,,) is recognized in all rocks by the
folding of the schistosity, developing a crenulation cleavage
and/or fracture cleavage developed after S . It is important
to highlight that quartz, muscovite and biotite occur in the
hinges of folds; however, the first of them does not occurs
in the flanks of folds, which suggest that during this step
of deformation dissolution and recrystallization of quartz
happened. A third step of deformation (S..,) was also
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observed and is represented by a folding of the flanks
in crenulation cleavage (S ,,) and defined by graphite,
muscovite, biotite or sillimanite. Later structures, such
as kink bands, overprint the main foliation. The Silgard
Formation pelitic rocks show evidences that reflect the
effect of a shearing process under fragile conditions, which
is manifested in the presence of microfaults, shearing,
broken crystals and S-C shear bands. These rocks also
show shearing zones in ductil conditions, as reflected in
the formation of garnet porphyroclasts with development
of pressure shadows. In addition, these rocks display
other microstructural features, such as wavy extinction in
quartz, deformation twinning in plagioclase and dynamic
recrystallization processes.

Discussion

Regional metamorphism of Barrovian type occurs over
large areas of the Earth’s crust due to crustal thickening
in the roots of an orogenic belt. The classic example of a
regionally metamorphosed area is the Dalradian series of
Scotland, where Barrow (1893) recognized and mapped for
the first time a metamorphic field gradient by determining
a sequence of metamorphic zones in pelitic rocks based
on mineral assemblages as representing increasing grade
of metamorphism. The first appearance of an index
mineral was taken by Barrow as the beginning of a new
metamorphic zone. This mapping was later extended across
the Scottish Highlands to cover most of the Dalradian and
Moinian Series. The prograde series of Barrovian meta-
morphic zones is: chlorite - biotite - garnet - staurolite
- kyanite - sillimanite. Other authors (e.g., Tilley, 1924,
1925; Kennedy, 1948) confirmed the Barrow zones and
extended them across the area between the Highland
Boundary Fault and into the Moinian Series. The boundaries
connecting the first appearance of a mineral and separating
the zones are isograds (Tilley, 1924). Wiseman (1934)
mapped the metabasic rocks, whereas Kennedy (1948) and
Winchester (1974) mapped the metacalcareous sediments.
On the other hand, in northeastern Scotland a regional
metamorphism of Buchan type is characterized by the
presence of andalusite and sometimes cordierite, in mineral
assemblages of intermediate grade pelitic rocks, revealing
that the metamorphic conditions were at lower pressure
and along a higher metamorphic field gradient than that
recorded in a regional metamorphism of Barrovian type.
The prograde series of Buchan metamorphic zones is:
chlorite - andalusite - sillimanite. Following the concept of
index minerals introduced by Barrow to map metamorphic
zones, Rios and co-workers (e.g., Rios et al., 2003; Garcia
et al., 2005; Rios and Castellanos, 2008) recognized and
mapped a medium to high temperature/medium pressure
Barrovian sequence of metamorphic zones (biotite, garnet,
staurolite and sillimanite) that defines the regional thermal
structure of the early Paleozoic Silgard Formation pelitic
rocks in the Santander Massif, which range in grade from
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greenschist to upper amphibolites facies conditions. We
report for the first time the occurrence of a typical Buchan
metamorphic sequence in pelitic rocks of the Silgara
Formation at the NSM, which is defined by the presence of
chlorite, andalusite and sillimanite zones.

A Buchan metamorphic sequence

At the NSM, pelitic rocks of the Silgard& Formation
were affected by a prograde metamorphism, which
was followed by a retrograde event after reaching the
maximum pressure and temperature conditions. In this
study, we recognized a metasedimentary sequence of
andalusite-bearing graphite slates, phyllites, garnet-bearing
sillimanitic schist, micaschists with or without garnet,
andalusite and cordierite-bearing micaschists, quartzites,
slightly conglomeratic metasandstones, metawackes and
metagabbros. In these rocks the occurrence of andalusite is
evident, which indicates that the orogenic metamorphism
of Buchan (andalusite-cordierite) type defined in this
study occurred at low pressure and high metamorphic
field gradient conditions below the AlSiO, triple point as
demonstrated by the absence of kyanite and the occurrence
of andalusite in pelitic rocks. Pelitic rocks of the Silgara
Formation contain low-grade mineral assemblages similar
to those of the Barrovian Facies Series previously described
in the Santander Massif since the work of Ward et al.
(1970, 1973). The greenschist facies rocks show a similar
mineralogical composition to that in Barrovian meta-
morphic sequence, whereas the amphibolite facies rocks,
which contain andalusite and cordierite, revealing how
the lower-pressure Buchan rocks is distinguished from the
higher-pressure Barrovian rocks of the Silgara Formation.
The Buchan Facies Series recognized at the NSM may be
attributed to a regional metamorphism, which is a result of
the emplacement of several intrusions at moderate depths
in a continental collision context. According to Miyashiro
(1961), a Buchan metamorphism, developing andalusite-
sillimanite-(cordierite) sequences, has been documented in
orogenic belts around the world, such as Scottish Highlands
(Caledonian), Pyrenees (Hercynian) and Japan (Mesozoic-
Tertiary), among others. These sequences appear to be part
of the pattern of orogenic metamorphism and are not related
to local causes, such as igneous intrusions (Johnson, 1963).
On the other hand, Miyashiro (1961) determined that belts
of high-pressure/low-temperature metamorphism on the
oceanic side in the Circum-Pacific region were associated
with belts of high-pressure/high-temperature metamor-
phism on the continental side, which were termed as “Paired
Metamorphic Belts”. They have been recognized throughout
the world, such as the classic paired metamorphic belts of
Ryoke and Sambagawa in Japan, as well as other examples
in western U.S., New Zealand, Indonesia, Chile, northern
coast of South America, Jamaica, Alps of central Europe,
among others. We suggest a Caledonian metamorphic belt
at the NSM similar to that observed in the classical case
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in the Scottish Highlands, which Miyashiro described
as a lower P/T ratio metamorphic belt from an ancient
continental margin. Therefore, according to what is reported
by Rios and co-workers (e.g., Rios et al., 2003; Garcia
et al., 2005; Rios and Castellanos, 2008) and taking into
account the results of this study, we consider that the ancient
metapelitic sequence of the Santander Massif can be divided
into the following regions: a low-P/T region (Buchan type
metamorphism) and a medium-P/T region (Barrovian type
metamorphism). However, we consider that the low-P/T
Buchan type metamorphism has been overimposed on the
medium-P/T Barrovian type metamorphism at the NSM.
This conclusion is based on petrological evidence obtained
in several parts of the Santander Massif, where the authors
have investigated the metapelitic rocks, defining mineral
assemblages of different metamorphic conditions. Therefore,
in this work is suggested to conduct further studies aimed at
determining the conditions of metamorphism and P-T paths
in order to elucidate different histories of heating, burial,
uplift and erosion in the two regions described above.

Metamorphic PT conditions

We adopt in this study a petrogenetic grid based on previous
works on pelitic rocks (e.g., Spear and Cheney, 1989;
Spear, 1993), which provides an internally consistent
framework and incorporates the effect of Fe-Mg solid
solution behavior in all mineral phases. On the other hand,
it is in agreement with the sequence of mineral reactions
found in pelitic schists of the Silgara Formation as shown in
Figure 6. We proposed an anticlockwise PT path, which can
be attributed to a crust that was affected by a considerable
addition of heat due to magmas (Spear, 1993).
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Figure 6. Mineral reactions in the KFMASH system petrogenetic
grid (modified after Spear and Cheney (1989), Yardley (1989),
and Bucher and Frey (1994)) documented in the metapelitic rocks
of the Silgara Formation at the NSM. ALSiOy triple point, after
Holdaway (1971). The light gray area represents the metamorphic
facies. An anticlockwise PT path (red arrow) followed by the
Silgara metapelitic rocks typical of a region that has undergone
contact metamorphism.
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The initial conditions along the PT path are in the lowest
grade, with a typical mineral assemblage of pyrophyllite
+chlorite (all assemblages with quartz + muscovite) in the
greenschist facies include below 320 °C. Recently, authors
recognized chloritoid in the Silgard Formation pelitic rocks,
which occurs at 350 °C and 2 kbar. Therefore, it is probably
that the initial conditions can be represented by the mineral
assemblage of chloritoid + pryrophyllite + chlorite (all
assemblages with quartz + muscovite). Taking into account
that the Fe-Mg aluminosilicates are more Fe-rich at low-P
than at middle-P, the mineral assemblages will probably loss
the major KFMASH isograd producing reactions such as
garnet-in and staurolite-in (Spear, 1993), which can explain
the absence of garnet and staurolite. At approximately
500 °C and 1.5 kbar, the mineral assemblage can be
chlorite+biotite (all assem-blages with quartz+muscovite),
although garnet (reported in this study) is present due to
sufficient MnO or CaO in the chemical system. Following
the PT path, at approximately 545 °C and 1.7 kbar, the
chemical reaction staurolite+chlorite = andalusite+biotite
is crossed, with the production of andalusite in the mineral
assemblage andalusite+chlorite+biotite (all assemblages
with quartz+muscovite). With an additional increase of
the PT conditions, the reaction chlorite = cordierite +
andalusite+biotite is crossed at approximately 550 °C
and 1.8 kbar), which explain the appearance of cordierite
and the terminal stability reaction of chlorite+quartz
in the chemical system. Finally, the reaction andalusite
= sillimanite occurred at 600 °C and 2.4 kbar, and

A case of regional metamorphism of Buchan type in the NSM

according to Spear (1993), it is responsible of the final
mineral assemblage of sillimanite+biotite+cordierite (+
muscovite+quartz+garnet if sufficient MnO and CaO are
present) in amphibolite facies although, we have not a
clear evidence on the occurrence of cordierite.

Conclusions

The Silgard Formation shows evidence of a regional
metamorphism of Buchan type (andalusite-cordierite)
attributed to a crust that was affected by a considerable
addition of heat due to magmas which was overimposed
on the Barrovian metamorphism that characterize this
massif. Petrographic analyses of the Silgarda Formation
metapelitic rocks at the NSM reveal the occurrence of
several lithotypes, which include: slates, phyllites,
metasandstones, metawackes, micaschists without or
with garnet, quartzites, andalusite-bearing slates and
schists, garnet-bearing sillimanite schists, andalusite- and
cordierite-bearing micaschists and metagabbros. Polyphase
deformation is revealed by the relationships between the
microstructure and mineral assemblages defining it. Several
steps of deformation can be recognized in these rocks. An
anticlockwise PT path reveals that the initial conditions are
represented by the mineral assemblage of chloritoid+pryrop
hyllite+chlorite (all assemblages with quartz+muscovite)
in greenschist facies and the final conditions correspond
to the mineral assemblage of sillimanite+biotite+cordierite
(+muscovite+quartz+garnet if sufficient MnO and CaO are
present) in amphibolite facies due to the reaction andalusite
= sillimanite occurred at 600 °C and 2.4 kbar.

Informacion suplementaria

Figure 1S. Field photographs of the lithostratigraphic features
observed in the western (a)-(c), central (c)-(e) and eastern (f)
stripes of the Silgara Formation at the NSM.

Figure 2S. Photographs of hand specimens at different scales
of the different lithotypes determined in the Silgard Formation
metamorphic rocks at the NSM.

Figure 3S. Backscattered electron (BSE) image and EDS
spectra at the marked stars on the image of a ghost cordierite

porhyroblast (andalusite-cordierite facies). The appearance of C
element is attributed to the carbon coating on the sample before
SEM analysis.

Figure 4S. Backscattered electron (BSE) image and EDS
spectra at the marked stars on the image of a relictic andalusite
porphyroblast (andalusite-cordierite facies). The appearance
of C element is attributed to the carbon coating on the sample
before SEM analysis.
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Enfoque y alcance

La Revista de la Academia Colombiana de Ciencias Exactas,
Fisicas y Naturales (ACCEFYN) es una publicacion perié-
dica trimestral, multidisciplinaria, que tiene como objetivo dar
a conocer articulos inéditos de investigacion de alta calidad.

La Revista publica articulos cientificos en las areas de cien-
cias fisicas (fisica, fisico-quimica, materiales y matematicas);
ciencias naturales (biologia, botanica, zoologia, ecologia,
bioquimica, quimica); ciencias de la tierra (geologia,
medio ambiente); ciencias humanas (filosofia, sicologia,
antropologia, sociologia); ciencias biomédicas y ciencias
quimicas, estd reseflada en varios indices nacionales e
internacionales tales como Actualidad Iberoamericana,
Agris, CIRS (International Center for Scientific Research),
Current Mathematical Publications, EBSCO, Dialnet, Historia
Mathematica, Index Kewensis, Latindex, Mathematical
Reviews, MathSciNet (on line data base), PERIODICA,
SciELO, Online Computer Library Center — OCLC,
Zentralblatt fiir Mathematik, Zoological Record, RLG.
Nacionalmente se encuentra resefiada en la base de datos
Publindex de Colciencias.

La pagina web de la Revista (www.raccefyn.co) permite
el acceso libre y abierto a los articulos con el fin de
contribuir a la visibilidad, al acceso y a la difusién de la
produccion cientifica.

El primer nimero se publico en diciembre de 1936, aio
de creacion oficial de la Academia, bajo la direccion del
doctor Jorge Alvarez Lleras y hasta el momento se han
editado 37 volumenes.

Criterios para publicar

Indicaciones a los autores
Los autores deben tener en cuenta las siguientes indicaciones:

1. Lostrabajos presentados deberan ser originales en inglés
o espailol y de alto nivel sobre aspectos relacionadas
con las Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales. Todos los
trabajos aceptados quedan como propiedad permanente
de la Academia Colombiana Ciencias Exactas, Fisicas y
Naturales de manera que la misma podra publicarlos en
formato fisico y electronico, incluyendo internet (Ver
transferencia de derechos de autor).

2. El autor de la correspondencia debe aceptar mediante
comunicacion escrita firmada que el manuscrito es un
trabajo original y no ha sido publicado por ningiin medio,
ni estd siendo evaluado por otra publicacion impresa o
electronica y que ha sido aceptado por todos los autores
para su publicacion en la Revista y que los derechos de
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autor no han sido cedidos a nadie con anterioridad (Ver
formato declaracion originalidad, conflicto de intereses
y sesion de derechos de autor en la pagina web de la
Revista: http://www.raccefyn.co.

3. La participacion de los autores en el trabajo debe ser
suficiente como para aceptar publicamente la respon-
sabilidad de los aportes de cada uno. El orden de
los autores en la publicacion debera ser una decision
compartida de los coautores, que deben ser capaces de
explicar el orden en el que aparecen sus nombres.

4. De acuerdo con el ICMJE, todos los colaboradores que

no cumplen los criterios de autoria o hayan realizado
contribuciones menores deben aparecer en la seccion
de agradecimientos, pero no ser citados como autores.
Las ayudas econdmicas y materiales deben aparecer
en los agradecimientos.

5. La terminologia fisica, quimica y bioquimica, debe
seguir las normas del Comité de Nomenclatura de la
Union Internacional de la Quimica Pura y Aplicada
(IUPAC). Deben usarse las abreviaturas internacionales
convencionales y las unidades del Sistema Internacional
(SI). Los nombres cientificos se deben escribir con
la forma recomendada por “Internacional Code of
Botanical Nomenclaure”

Envio y presentacion del manuscrito

Los articulos deben enviarse a través de http://www.
raccefyn.co

El manuscrito, incluyendo ademas de la pagina del titulo,
el resimenes, las referencias, las tablas y sus titulos, las
leyendas de figuras, deben estar escritos en procesador
de palabras Word a doble espacio, usando la fuente Arial
de tamafio 12, sin justificar el texto. No olvide usar la
numeracion en todo el manuscrito.

Los manuscritos deben incluir la siguiente informacion:

1. Una pagina en Word con los nombres y apellidos
(nombre completo y apellido, si desea poner el segundo
apellido, debe ir separado por un guion) de todos los
autores (sin cargos, ni grado académico), filiaciones y
correos electrénicos.

2. Titulo completo del manuscrito en espaiiol e inglés.
3. Titulo corto

4. Resumen en espafiol y en inglés que no supere 250
palabras.

5. Palabras clave en espafiol y en inglés que no superen en
namero a seis.
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6. Nombre del autor responsable de la correspondencia con
su direccion completa, nimero telefonico y direccion
electrénica.

7. Direcciones electronicas de todos los coautores.

8. Texto, referencias y tablas en un mismo archivo junto
con las leyendas de las figuras.

9. Figuras en formato jpg o tiff.

Estructura del manuscrito

Introduccion: se debe mostrar el marco teérico en el cual se
inscribe el tema de la investigacion, proposito del articulo y
justificacion del estudio, indicando ademas la delimitacion
de la pregunta problema.

Materiales y métodos: se describiran los sujetos de obser-
vacién o experimentacion, aparatos o dispositivos y la
metodologia empleada en el estudio.

Analisis estadistico: sefialar los métodos estadisticos utili-
zados y como se han analizado los datos.

Resultados: deben presentarse en secuencia logica, con las
tablas y figuras acompafiadas de una explicacion y analisis
de las mismas.

Discusion: debe hacerse énfasis en los aspectos nuevos e
importantes del estudio, contrastando los resultados con la
informacion pertinente disponible en la literatura actualizada
y relacionar las conclusiones con los objetivos propuestos.
Se deben incluir las implicaciones y limitaciones de los
hallazgos y comparar las observaciones relevantes con las
de otros estudios.

Los resultados y la discusion pueden presentarse también en
forma combinada. En cuyo caso la seccidon se denominara
Resultados y Discusion.

Conclusiones: Resumen de la investigacién y su estado
actual. Aqui se pueden plantear objetivos futuros a seguir en
la linea de investigacion.

Citacion: todas las referencias bibliograficas se insertaran
en el texto y deberan llevar siempre el apellido del autor
o autores y el afio de publicacion entre paréntesis. Si el
apellido del autor o autores forma parte de la estructura
formal de la frase, s6lo se pondra entre paréntesis la fecha;
por ejemplo: Pérez y Ribas (1996). Si son tres, cuatro o
cinco autores se pondran los apellidos de todos los autores
la primera vez que se referencian en el texto, y después
solo se pondra el apellido del primer autor seguido de et
al. Si son seis 0 mas autores s6lo se pondra el apellido del
primero afadiendo “et al.”, desde la primera vez que se
referencian. Si existieran varias referencias de un autor en
un mismo afio se consignaran con las letras a, b, c, etc.,
después del aio.

Cita directa o textual

Si la cita textual tiene menos de 40 palabras se presenta
entre comillas dentro del texto y al final se incluye entre
paréntesis el apellido, afio de publicacion y la pagina de
donde se extrajo.

Ejemplo:

El objetivo de los estudios explicativos es “responder a
las causas de los eventos fisicos o sociales” (Hernandez,
Fernandez y Baptista, 1991, p.66).

Si la cita comprende mas de 40 palabras se ubica en un
blogue independiente del texto, sin comillas y dejando una
sangria al lado izquierdo.

Ejemplo:

Las revistas cientificas son sistemas contextuales de comu-
nicacion, de difusién académico investigativa y fortaleci-
miento de competencias cientificas (escritura, investigacion,
evaluacion, edicion), en los cuales la comunidad académica
comparte creencias, orientaciones y el compromiso de con-
tribuir, utilizar y hacer avanzar el conocimiento de forma
colaborativa y cooperativa. (Mesa & Sanchez, 2010, p.4).

Parafraseo o resumen
Se debe mencionar al autor y la fecha.
Ejemplo:

Segtin Sanchez (1991), el cemento es uno de los materiales
mas populares e indispensables en la construccion actual.

Existen dos tipos de aprendizaje: la recepcion pasiva de cono-
cimientos y el redescubrimiento de la realidad (Piaget, 1980).

Si se cita un documento escrito entre tres y cinco autores,
deben escribirse los apellidos de todos la primera vez que se
citen y después incluir el apellido del primer autor seguido
de “et al.” (sin cursiva y con punto después del “al.”).

Si se cita un documento escrito por seis 0 mas autores, se
presenta la primera cita con el apellido del primer autor
seguido de “et al.”. En la lista de referencias escriba las
iniciales y apellidos de los primeros seis autores y para los
restantes utilice “et al.”

Lista de referencia

Es el listado alfabético (segun el primer apellido de los autores
citados en negrilla) de las fuentes consultadas y citadas
durante la redaccién de un trabajo. La lista de referencias
es obligatoria. Se deben citar de la siguiente manera:

Libros

Autor. Afio. Titulo completo. Edicion. Editorial, lugar de
publicacion, pagina

Ejemplo:
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Ramirez J. E., S.J. 1975. Historia de los terremotos en
Colombia. Segunda edicion. Instituto Geografico Agustin
Codazzi, Bogota, 250 pp.

Revista seriada

Autor, A.A., B.B. Afo. Titulo del articulo. Titulo de la revista
publicacion seriada, volumen (nimero entre paréntesis),
paginas del articulo.

Ejemplo:

Rios, L., Riva, F., Canaquire, L. 2008. Reporte situacional
del trafico ilegal de fauna silvestre en la Rev. Acad. Colomb.
Cienc. 38(147):218-22.

Articulo de revista electréonica
Ejemplo:

Sarabia A., Cifuentes H., Dimate M. 2006. Estudio
macrosismico del sismo ocurrido el 12 de julio de 1785.
Ingeominas. Bogota. Fecha de consulta. Disponible en: http://
aplicacionesl.ingeominas.gov.co/sicat/html/Metadato.
aspx?CID=239714

Articulo de periddico impreso:
Ejemplo:

Duque, J. G. 7 de junio de 2012. Antioquia reasume compe-
tencia para decidir futuro del tanel. El Colombiano, pp. 10.

Tesis
Ejemplo:

GoOmez Capera A.A. 1998. Atenuacién de la intensidad
sismica para el territorio colombiano. Tesis de grado en
Fisica, Facultad de Ciencias, Departamento de Fisica,
Universidad Nacional de Colombia, Bogota.

Congresos y simposios
Ejemplo:

Sénchez Upegui, A. A. Octubre 2010. Aplicacion de la
linguistica textual en los criterios de evaluacion de articulos
académicos e investigativos. En Simposio Nacional de Peda-
gogia y Curriculo. Red Colombiana de Pedagogia, Medellin

Trabajos inéditos o publicaciones informales

Si el trabajo esta disponible en un sitio web institucional o
personal agregue el nombre de la institucion y URL.

Ejemplo:

Jaramillo, G. 2012. El patrimonio arquitectonico.
Manuscrito inédito. Departamento de Artes, Universidad
Latinoamericana. Disponible en: http://..

Materiales legales

En cuanto a las citas en el texto se proporcionan los mismos
datos de cualquier referencia, autor, afio y en lo posible
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numero de pagina, si no hay un autor identificado, se anotan
las primeras palabras del titulo y la fecha.

Ejemplo:

Colombia. Ministerio de Educacién Nacional. Ley 23 de
1982 sobre derechos de autor.

Tablas y figuras

Las tablas y cuadros se denominan tablas y llevan nume-
racion arabiga de acuerdo con el orden de aparicion. El
titulo correspondiente se coloca en la parte superior de la
tabla y las notas en la inferior. Los simbolos para unidades
deben aparecer en el encabezamiento de las columnas. Si
es necesario exponer alguna informacidn, utilice las letras
minusculas del alfabeto segun orden de aparicion en la
respectiva tabla: a, b, c, d, e, etc.

Las fotografias, graficos, dibujos y esquemas se denominan
figuras, se enumeran segun el orden de aparicion y sus
leyendas se escriben en hoja separada. Si se trata de
micro fotografias debe indicarse el aumento utilizado. Las
personas, o sus nombres, no deben ser identificables en las
fotografias de lo contrario se requiere permiso escrito para
su publicacion.

Cuando las tablas y figuras hayan sido tomadas de revistas
o libros, sean impresos o electronicos, se debe especificar la
fuente y adjuntar autorizacion de la respectiva publicacion
para su reproduccion.

Agradecimientos

Podran ser expresados a personas o entidades que hayan
ayudado a la realizacion del trabajo. Se mencionardn
las personas y el tipo de ayuda aportada, asi como las
entidades, instituciones o fundaciones que hayan financiado
0 suministrado materiales. En caso de proyectos de inves-
tigacion financiados sera suficiente con mencionar el codigo
de registro y la entidad, institucién o fundacion que lo apoya
econdmicamente.

Proceso de revision por pares

Se recibiran solo los articulos que cumplan con todos
los requisitos que se mencionan en las indicaciones a los
autores. Los articulos seran evaluados en primera instancia
por el Editor y el Comité Editorial de la Revista.

Cada manuscrito sera enviado a dos especialistas en el tema,
que evaluaran y enviaran sus recomendaciones. Este proceso
de revision tendra una duracion de 20 dias.

El editor informara a cada uno de los autores el avance de su
trabajo en el proceso de evaluacion.

Los pares académicos adoptan tres opciones: a) aceptacion
sin modificaciones; b) aceptacion con correcciones; ¢) no
aceptacion. En caso de desacuerdo de los pares, el original
sera enviado a una tercera evaluacion.
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En cualquiera de las opciones, el autor sera informado y
debera realizar las modificaciones correspondientes en el
manuscrito y enviarlo en las cuatro semanas siguientes.
Ademas debera enviar un documento en el que responda a
todas las observaciones hechas por los evaluadores.

Cuando el autor demore mas de 30 dias en responder a las
sugerencias de los evaluadores, el articulo no sera conside-
rado para publicacién en el siguiente nimero de la revista. En
caso de sobrepasar dicho plazo, se entendera que los autores
retiran el trabajo en su forma actual y, si se remite de nuevo,
el Comité Editorial de la Revista podra considerar que se trata
de un nuevo trabajo.

Los trabajos aceptados son propiedad de la Revista ACCEFYN
y podran ser reproducidos total o parcialmente por la Revista.

La Revista no se hace responsable de los contenidos cientifi-
cos ni de las implicaciones legales de los articulos publicados.

Correccion de estilo y publicacion del manuscrito

Aceptados los articulos estos se enviaran a correccion 0rto-
tipografica. Se usara la herramienta de control de cambios
de Word, en la cual quedaré registro de cada una de las
sugerencias realizadas y los comentarios o dudas para que el
autor o autores aprueben y contesten.

La version corregida debera ser enviada nuevamente para su
aprobacion definitiva en un plazo minimo de 48 horas. El ma-
nuscrito debera ir con una carta al editor, informando cuales
correcciones fueron procesadas. El editor le informara al
autor la fecha y el numero del volumen en que sera publicado.

Rectificaciones y correcciones de errores

Las rectificaciones sobre la informacion suministrada por parte
de los autores, se haran en el numero inmediatamente pos-
terior al anuncio de las mismas y seran responsabilidad de los
mismos autores. La Revista se encargara de publicar una nota
aclaratoria a manera de erratas. En el caso que sean necesarias
mejoras y correccion de errores ortotipograficos, de manejo
visual de la informacién o imprecisiones involuntarias, el (los)
autor(es) podran comunicarse al correo de la Revista para que
puedan realizarse en las versiones electronicas de la Revista.

Falsificaciones de articulos

Si en el proceso editorial se encuentra falsificacion, omision
de datos, duplicidad del articulo o plagio, se devolvera el
original al autor con la debida notificacién a su institucion
patrocinadora, centro de investigacién o universidad.

Conflicto de intereses

Si los autores o coautores, editores o revisores (evaluadores)
tienen algin conflicto de interés que pueda de alguna manera

influir en la transparencia u objetividad en el proceso de
revision por pares y publicacién, éste debe ser declarado.

Los conflictos de interés mas evidentes son los llamados con-
flictos financieros, resultado de relaciones entre empleador-
empleado, financiaciones y patentes, asi como también
honorarios, consultorias, investigacion pagada por com-
paiiias que dependen de los resultados investigativos, etc.

También existen los conflictos personales resultado de amis-
tades o animadversiones, competencias académicas y pasio-
nes en el campo intelectual o moral (por ej. parientes en una
compafiia que se beneficiaria de los resultados que se van
a publicar, el uso de los resultados publicados para promo-
cion inmediata basada en el articulo publicado, creencias
religiosas que estén en conflicto directo con la investigacion
que se va a publicar, etc.

Transferencia de derechos de autor

En caso de que el articulo enviado sea aprobado para
publicacion, el autor principal en nombre propio y en el de
los coautores o el autor principal y los coautores deben ceder
los derechos de autor del articulo mencionado a la revista
de la Academia Colombiana de Ciencias Exactas, Fisicas y
Naturales (ACCEFYN), excepto en los siguientes casos:

a) Los autores y coautores retienen el derecho de revisar,
adaptar, preparar trabajos derivados, presentaciones orales
y distribuir a algunos colegas impresos de su propio
trabajo publicado, siempre y cuando se dé el crédito
correspondiente a la revista de ACCEFYN. También pueden
publicarse el titulo del trabajo, resumen, tablas y figuras
del trabajo en los correspondientes sitios web de autores o
de sus empleadores, también dando el crédito a la revista
de ACCEFYN.

b) Si el trabajo ha sido realizado por contrato, el empleador
del autor tiene el derecho de revisar, adaptar, preparar tra-
bajos derivados, reproducir o distribuir en formato impreso
el trabajo publicado, de una manera segura y para el uso
exclusivo de sus empleados.

c) Si a la revista de ACCEFYN se le solicitara permiso
individual por terceras personas para usar, imprimir o
publicar especificamente articulos ya publicados, debera
obtenerse el permiso expreso del autor y coautores del
trabajo y/o del empleador con excepcion del uso en salones
de clase, bibliotecas o reimpresos en un trabajo colectivo.

d) La revista ACCEFYN se reserva el posible uso en la
portada de la revista, de figuras sometidas a revision junto
con los manuscritos.

¢) Ningun otro derecho, ademas del de derechos de autor,
debe ser reclamado por la revista de la Academia Colombiana
de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales (ACCEFYN).
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Criteria for publication

Information for Authors
The authors must adhere to the following requirements:

1. The works submitted must be original, in English or
Spanish, and of high quality in an area related to the
Exact, Physical or Natural Sciences. All works accepted
will remain permanent property of the Colombian
Academy of Exact, Physical and Natural Sciences so
that such work can be published in hard copy or in
electronic format, including web posting. (See transfer-
ence of authors’ rights).

2. The author submitting the work must confirm via
written and signed communication that the manuscript
represents original work and that it has not been pub-
lished in any form, and that it is not under review
by any other publisher for publication in hard copy
or in electronic format and that publication in the
Revista has been agreed by all authors, and the the
authors’ rights have not been previously granted to a
third party. ( See form for declaration of originality,
conflicts of interest, and authors’ rights).

3. The participation of the authors in the submitted work
must be materially sufficient so as to share in the public
responsability of its contents. The order of appearance
of the each of the authors of the publication must
reflect a decision shared by all the co-authors, each of
whom must be prepared to justify the order in which
his name appears.

4. In accordance with the ICMJE ( www.raccefyn.co), all
collaborators who do not comply with the criteria for
authorship, or who have realized minor contributions
must be included in the Acknowledgement Section, and
must not be cited as authors. The Acknowledgement
Section must also include reference to any financial and
economic assistance.

5. The terminology must adhere to the International Code
for Botanical Nomenclature. The physical, chemical or
biochemical terminology norms of the Nomenclature
Committee of International Union for Pure and Applied
Chemestry (IUPAC). The abbreviations must follow
the international conventions as well as the units must
conform to the International System (SI). The scientific
names must be written in the format recommended by
the “International Code of Botanical Nomenclature”.

Submission and Presentation of manuscript

The manuscripts should be submitted using the website of
the Academy: http://www.accefyn.co
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I To our readers and authors

The manuscript, including the title page, the abstract, tables
with titles, graphics with descriptive legends, must be
prepared in Microsoft WORD processor in double space.
Use Areal font size 12 without justification. Do not forget to
number the entire manuscript.

The manuscripts must contain the following information:

1. Apage in Microsoft Word with the names and surnames
(complete name , first and second family name separated
by a hyphen) of all the authors (without positions, and
without academic degrees), academic affiliations and
email addresses.

Complete manuscript title in Spanish and English.
Short Title

Abstract in Spanish and English using 250 or less words

vk wn

Key words in Spanish and English not containing more
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