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Nuestra portada

Con motivo del centenario del fallecimiento de Julio Garavito Armero el 11 
de marzo de 1920, la Academia se ha vinculado al Comité Interinstitucional 
encargado de esta importante conmemoración. Se resaltará su vida y su obra 
como profesor de la Facultad de Matemáticas e Ingeniería de la Universidad 
Nacional (nombre con el que se la conoció hasta la reforma Patiño, a principios 
de siglo XX, la cual separó las facultades de Ingeniería y de Ciencias), y Director 
del Observatorio Astronómico Nacional. En este número de la Revista hemos 
incluido una selección de los numerosos documentos que elaboró, algunos 
publicados y otros inéditos, en los variados campos de su interés. 

Como Director del Observatorio Astronómico, Garavito debía informar al 
Ministro de Instrucción Pública sobre la “marcha del establecimiento”. Sus 
tareas principales eran tres: 1) del servicio de la hora; 2) de la práctica de las 
Observaciones Astronómicas (sic) en relación con la geografía del país, y 3) 
del estudio del Clima (sic) de la región. Con respecto al tercer punto, Garavito 
tuvo que hacer sus propias investigaciones para dar cuenta del estado del clima 
de la región, particularmente del de Bogotá, cuyo informe debía entregar al 
Ministro diariamente. 

La carátula es un facsímil de una de las páginas del cuaderno No. 19, en el 
cual quedaron consignadas sus investigaciones meteorológicas. Se trata de una 
gráfica en la que hace referencia a las “isobaras en un ciclón”, es decir, curvas 
de igual presión en un gráfico, trazado o mapa, que sirven para apreciar con 
precisión los mapas del tiempo. Según sus palabras al respecto, “Trataremos 
de hallar la Trayectoria del aire en un ciclón”. 

Acompañamos esta presentación con la primera página de sus investigaciones 
meteorológicas (Cuaderno No. 19) y con la primera de sus trabajos sobre el 
clima de Bogotá (Cuaderno No.36). 

Nota: en el Archivo Histórico de la Universidad Nacional en Bogotá se encuentran 
los documentos del Archivo del Observatorio Astronómico Nacional. Nuestros 
agradecimientos a Gabriel Escalante, coordinador servicio de consulta, miembro del 
Comité Interinstitucional, conocedor como nadie de la ubicación de esos documentos, 
y de su valor histórico, por facilitarnos los documentos que hemos requerido para este 
trabajo y las demás actividades que se realizarán con ocasión de la Conmemoración del 
Centenario del fallecimiento de Julio Garavito Armero.
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El logo fue diseñado por el arquitecto Gonzalo Garavito Silva, sobrino-nieto 
de Julio Garavito Armero y miembro del Comité Interinstitucional Centenario 
JGA, que lo aprobó. Gonzalo tuvo el apoyo del ingeniero Carlos Julio Cuartas 
Chacón, profesor de la Universidad Javeriana, y de Clara Sánchez de la Uni-
versidad Nacional de Colombia.

Contraportada
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Editorial

Centenario de la muerte de Julio Garavito Armero

Con ocasión del centenario de la muerte de Julio Garavito Armero (1865-1920) el próximo 
11 de marzo la Academia Colombiana de Ciencias Exactas, Físicas y Naturales se vincula 
a las actividades programadas con este motivo publicando un número de la Revista en el 
cual se recoge una muestra representativa de su obra, seleccionada de entre los artículos 
publicados en ella desde su primer número en 1936. 

En 1914 Jorge Álvarez Lleras (1885-1952) fue nombrado ingeniero ayudante del 
Observatorio Astronómico Nacional al lado de Julio Garavito Armero, su director, quien 
había sido su maestro en la Universidad Nacional. Un año después, la Sociedad Colombiana 
de Ingenieros solicitó a esa universidad que se estudiara la posibilidad de enviar al 
Congreso Científico Panamericano, programado para celebrarse en Washington en 1915, 
una presentación de la obra de Garavito. Álvarez y Garavito revisaron cuidadosamente la 
obra, particular-mente sus cuadernos, en los cuales aparecían anotaciones como “inédito”, 
“publicado”, “borrador”, etc. (Sánchez, 2007). Para esa época la salud de Garavito 
comenzaba a decaer y Álvarez Lleras tuvo que asumir en buena medida las labores del 
Observatorio, lo cual le permitió conocer muy de cerca el trabajo del Director y, sobre todo, 
sus ideas científicas, económicas, filosóficas y políticas. La biografía escrita por Álvarez 
Lleras a la muerte de Garavito fue, hasta años recientes, una importante fuente (Álvarez-
Lleras, 1938) sobre la vida y obra de su maestro, hasta años recientes en que han aparecido 
varios documentos sobre la vida y obra de Garavito, con motivo del sesquicentenario de 
su nacimiento en 2015 y este año 2020 con motivo del centenario de su fallecimiento. 
Fue Álvarez quien acudió al Congreso Panamericano y presentó un trabajo suyo sobre 
meteorología, pero, aparentemente, la obra de Garavito no pudo ser presentada. 

A la muerte de Garavito, Álvarez Lleras ocupó el cargo de Director del Observatorio 
y, unos cuantos años después, en 1936, al fundarse la Academia Colombiana de Ciencias 
Exactas, Físicas y Naturales, ocupó el cargo de Presidente y de director de la Revista. En 
esa posición Álvarez se dio a la tarea de publicar en la recién creada Revista de la Academia 
los trabajos de su maestro, seleccionando aquellos que a su buen saber y entender merecían 
divulgarse. Asumió esta tarea animado por el hecho de que todavía no se cumplían las 
disposiciones de la Ley 128, que rendía honores a la memoria del “sabio Profesor” (1919), 
entre las cuales estaba la edición de sus obras completas por parte del Estado y la erección 
de su busto en el jardín del Observatorio Astronómico Nacional. El busto se colocó en 
1945, a los 25 años de su fallecimiento, pero la edición de sus obras completas continúa 
pendiente. Al respecto Álvarez Lleras afirmaba:

Poco tiempo después de desaparecido el maestro, hubimos nosotros de ocuparnos en este 
asunto, agitando la cuestión en prensa periódica, de acuerdo con algunos ingenieros 
interesados en que tal ley no se quedara escrita. Pero solo hasta ahora, veinte años después, 
se ha podido en este Revista dar cumplimiento a tan justa disposición, cuya realización es 
no solo un deber para Colombia, sino una medida atinada que habrá de traerle honra y 
provecho. (Álvarez-Lleras, 1939).

Después de señalar lo anterior, Álvarez Lleras citaba extensamente una nota publicada 
en “alguno de los periódicos de la República” en la que hacía un análisis cuidadoso de la 
obra de Garavito, la cual, según él, podía condensarse en dos o tres volúmenes de unas 
cuatrocientas a quinientas páginas y clasificarse según los diversos temas cultivados por el 
maestro. Se enumeran a continuación, la lista de los trabajos publicados durante la gestión 
de quien tanto admiró a su maestro y se preocupó porque su memoria permaneciera en la 
historia de la ciencia colombiana. 
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Artículos de Julio Garavito Armero publicados en la Revista de la Academia de 
Ciencias Exactas, Físicas y Naturales entre 1936 y 1947 (los marcados con * eran inéditos).

De la lista anterior hemos escogido los números 5, 8, 9, 11, 18, 19 y 20 para reproducirlos 
en este número de conmemoración del centenario del fallecimiento de Garavito, con el fin 
de ofrecer una muestra significativa de su obra científica y de la diversidad de sus intereses. 

Los artículos de matemática son cinco, los números 7, 8, 13, 15 y 16, todos ellos publi-
cados en los Anales de Ingeniería entre 1897 y 1921. En Los Números inconmensurables 
Garavito pretende llenar los vacíos que su maestro Indalecio Liévano Reyes (1834-
1913) había dejado en la construcción de los números reales, publicada en su Tratado 

Título Volumen (número), páginas, año

1. Teoría de la aberración de la luz  Vol. 1 (1): 59-65, 1936
2. Nota sobre óptica matemática  Vol. 1 (2): 145-158, 1937 
3. La paradoja de la óptica matemática. Teoría de la 

aberración y de la refracción de la luz  Vol. 1 (3): 242-256, 1937

4. Óptica astronómica. Teoría de la refracción y de la 
aberración anual  Vol. 1 (4): 334-348, 1937

5. Nota sobre la dinámica de los electrones  Vol. 2 (5): 13-16, 1938
6. Una exposición elemental del método de Olbers para el 

cálculo de una órbita cometaria * Vol. 2 (6): 241-255, 1938

7. Principes de la Dynamique des Fluides. 
(Principios de la dinámica de los fluidos) * Vol. 2 (7): 366-370, 1938 

8. Nota sobre las geometrías planas no euclídeas — Nota 
sobre balística exterior  Vol. 2 (8): 566-576, 1939

9. Nota sobre la fórmula fundamental de la trigonometría 
plana no euclídea en la geometría hiperbólica 	 Vol. 3 (9-10): 14-25, 1939

10. Cuestiones referentes a la astronomía — La ley 
newtoniana es general * Vol. 3 (11): 243-246, 1940

11. El clima de Bogotá  Vol. 3 (12): 361-372, 1940
12. Equilibrio de los macizos pulverulentos  Vol. 4 (13): 64-69, 1940
13. Los números inconmensurables Vol. 4 (14): 195-198, 1941 
14. Teoría del anemómetro de casquetes hemisféricos  Vol. 5 (17): 61-65, 1942
15. Elementos de algunas funciones trascendentes enteras Vol. 5 (17): 65-68, 1942
16. Entretenimientos matemáticos (oscilación de una barra 

prismática sobre un cilindro recto de base circular)  Vol. 5 (19): 370-373, 1943 

17. Mecánica celeste — Movimiento elíptico 
(Método de Jacobi)*  Vol. 5 (20): 497-502, 1944

18. Tablas de la Luna * Vol. 6 (22-23): 205-213, 1945
19. Nuevos conceptos económicos: 
      (causa principal de la guerra de 1914); (evolución de la 

distribución de la riqueza) 
Vol. 6 (24): 484-490, 1946

20. Fórmulas definitivas para el cálculo del movimiento 
de la luna por el método Hill-Brown, y con la notación 
usada por Henry Poincaré en el tomo III de su curso de 
Mecánica Celeste

Vol. 6 (24): 560-571,1946

21. Cálculo de la efeméride del cometa de Halley  Vol. 7 (25-26): 34-46, 1946
22. Informe de la comisión observadora del eclipse total de 

Sol del 3 de febrero de 1916, por Julio Garavito Armero 
y Jorge Álvarez Lleras

 Vol. 7 (27): 328-360, 1947

http://www.accefyn.org.co/revista/Vol_1/59-65.pdf
http://www.accefyn.org.co/revista/Vol_7/27/Informe.pdf
http://www.accefyn.org.co/revista/Vol_7/27/Informe.pdf
http://www.accefyn.org.co/revista/Vol_7/27/Informe.pdf
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de Aritmética de 1856. Al final, el artículo dice “continuará”, pero la continuación nunca 
apareció. Aunque el trabajo de Liévano es digno de reconocimiento como uno de los 
más significativos aportes científicos en el siglo XIX (Albis y Soriano, 1977). es claro 
que Garavito no logró sus propósitos. En Elementos de algunas funciones trascendentes 
enteras el autor demuestra que estas funciones tienen algunas propiedades interesantes y el 
tema es tratado claramente. Se destaca la forma de encontrar el logaritmo neperiano de un 
entero por medio de series. Nota sobre la fórmula fundamental de la trigonometría plana 
no euclídea en la geometría hiperbólica es un artículo dedicado al análisis de una fórmula 
dada por Nicolái Lobattchewsky para la Trigonometría plana no euclídea. En él Garavito 
intenta demostrar que los planteamientos de este matemático, pionero en las geometrías no 
euclidianas, están errados por estar basados en una geometría que niega el quinto postulado 
de Euclides. Asimismo, en su artículo Nota sobre las geometrías planas no euclídeas, 
hace una fuerte crítica de estas geometrías. Dos artículos publicados posteriormente 
en la Revista, uno del venezolano Duarte (1946) y otro de Albis (1997), muestran con 
todo detalle los errores cometidos por Garavito. Lo sorprendente es que Álvarez Lleras 
rechazaba cualquier crítica a Garavito, como en el caso de Duarte, y, es necesario decirlo, 
no logró justificar, por obvias razones, las evidentes falencias en estos artículos. 

En cuanto a la astronomía, sin lugar a dudas el artículo más importante de Garavito es 
el titulado: Fórmulas definitivas para el cálculo del movimiento de la Luna por el método 
de Hill-Brown, y con la notación usada por Henri Poincaré en el tomo III de su curso de 
mecánica celeste. Curiosamente, este artículo vio la luz al cabo de más de un cuarto de 
siglo de muerto Garavito. Contiene fundamentalmente desarrollos en series de potencias 
que son la solución de ecuaciones diferenciales que describen el movimiento de la Luna 
alrededor de la Tierra perturbada por el Sol con una serie de suposiciones (Luna y Sol en 
un mismo plano, excentricidad de la órbita terrestre nula y masa terrestre despreciable 
frente a la del Sol) en un sistema de coordenadas rotante. La trayectoria resultante se 
denomina órbita variacional. El modo de obtener las series a través de unos sucesivos e 
ingeniosos cambios de variable fue conseguido por primero vez por George Hill, quien 
hizo los desarrollos hasta la novena potencia en un pequeño parámetro. Garavito logró, 
en su trabajo, extender los desarrollos hasta la doceava potencia de ese parámetro. La 
historiografía nacional ha insistido que el propósito de Garavito era obtener unas tablas 
lunares y que esos desarrollos en serie eran los fundamentos para elaborar una teoría 
lunar “definitiva”.  Si ese era el propósito, los desarrollos por él obtenidos eran tan solo 
el primer paso, pues faltaba lo más complejo: la inclusión del movimiento del perigeo 
y del nodo, un esfuerzo titánico desde el punto de vista matemático. No existe ninguna 
evidencia de que Garavito haya emprendido el cálculo de tales desarrollos y, si pensaba 
hacerlo, su prematura muerte lo impidió. De modo que no es posible hablar de unas tablas 
lunares (las que solo es posible elaborar con una teoría lunar finalizada) con la rúbrica 
de Garavito. Sin embargo, Álvarez Lleras insistió numerosas veces en las páginas de la 
Revista sobre la existencia de tales tablas e incluso insertó unos desarrollos matemáticos 
en unas cuantas tablas que fundió en un artículo titulado sencillamente Tablas de la Luna 
y colocó el nombre de Garavito como autor. Cualquiera familiarizado con las teorías del 
movimiento lunar y el uso de tablas puede constatar que las de dicho artículo, por su muy 
reducida extensión y la omisión de una explicación para su uso, son inútiles para conseguir 
lo que se supone que un trabajo así debe satisfacer: obtener con gran exactitud la posición 
de la Luna en cualquier tiempo. Solo al final de su vida Álvarez Lleras reconoció que unas 
tablas lunares, en el pleno sentido de la palabra, y de cosecha de Garavito, no existían. 

Por su tardía aparición, el artículo de las fórmulas definitivas no tuvo impacto alguno 
en el desarrollo de la teoría de Hill-Brown, utilizada en la mayor parte del siglo XX para 
explicar el movimiento de la Luna y, hasta donde ha sido posible indagar, solo ha sido 
referenciado (aparte de en las discusiones historiográficas) por el libro de enseñanza 
universitaria Methods of Celestial Mechanics de D. Brouwer y G. Clemence. Es muy 
factible que dicha citación haya pesado mucho en el Comité de Nomenclatura de la Unión 
Astronómica Internacional que en 1970 decidió acoger la propuesta de Jorge Arias de 



12

Rev. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat. 44(170):9-13, enero-marzo de 2020 

Greiff, Director del Observatorio en aquellos años, mecánico celeste consumado y, como 
buen ingeniero civil colombiano, admirador a ultranza de Garavito, de nombrar un cráter 
de la Luna con el nombre del personaje que nos ocupa. 

El interés de Garavito en varios aspectos de la física se concentró en la mecánica y la 
óptica clásica y, en menor grado, en la mecánica de los fluidos y la termodinámica. En este 
campo, debe reconocerse que estaba al corriente de los avances teóricos y experimentales 
de su época. 

Garavito asume una posición ortodoxa frente a la física, por lo que no es de extrañar que 
la defensa que hace de la física clásica sea acérrima. Su preocupación se orientó especial-
mente hacia el fenómeno de la aberración estelar y el movimiento de la Tierra con respecto 
al éter. Además, se ocupó del problema del crecimiento de la masa de los electrones en los 
tubos de Crooks, aspectos que intentó resolver desde el paradigma netamente newtoniano. 

Cierto es que a finales del siglo XIX y comienzos del XX había resultados experimen-
tales que ocasionaban serias paradojas, lo que obligaba a algunos investigadores a tratar de 
cambiar los aspectos fundamentales de la ciencia. Garavito juzgaba que eso era extremo. 
En su lugar, propuso descubrir en dónde radicaban los errores, explicarlos debidamente 
bajo una hipótesis novedosa, pero todo enmarcado en el contexto de la física clásica. En 
el caso particular del artículo Nota sobre la dinámica de los electrones, en el que señala el 
comportamiento observado en varios laboratorios de la relación de la carga del electrón (q) 
y su masa (m), la cual disminuye a medida que los electrones se acercan a la velocidad de 
la luz y puede conducir a la conclusión de que la masa de los electrones aumenta con la 
velocidad (conclusión inadmisible para algunos en aquella época), Garavito propone que, 
así como hay discontinuidades en la materia, bien puede suceder que las fuerzas naturales 
también posean discontinuidades, de modo que las “acciones eléctricas y magnéticas sean 
debidas a percusiones sucesivas provenientes del campo eléctrico y magnético y cuya 
intensidad y frecuencia determinan el valor de la fuerza”. Si esto se asume, concluye 
Garavito, “la explicación del fenómeno es muy sencilla”. Y, en efecto, con tal hipótesis 
y unos cálculos muy directos, logra mostrar que la desviación que sufren los electrones 
es proporcional a q/m. Es, por supuesto, un mecanismo ad hoc pero que constituye una 
muestra de la originalidad del pensamiento de Garavito en su persistente inclinación a velar 
por el cumplimiento de la mecánica newtoniana. 

El clima de Bogotá revela otro de los intereses de Garavito, ya que, como director del 
Observatorio Astronómico Nacional, debía dar un informe diario al Ministro de Instrucción 
Pública sobre el clima de Bogotá, pero no se limitó a eso, sino que elaboró trabajos teóricos 
sobre meteorología (Pabón-Caicedo, 2006).

A partir de 1899, según se puede observar en sus cuadernos, Garavito comienza a preocu-
parse por la situación política y económica del país y a publicar algunas de sus reflexiones al 
respecto. Entre estos escritos, Álvarez Lleras escogió publicar Nuevos conceptos económicos: 
(Causa principal de la guerra de 1914); (Evolución de la distribución de la riqueza). Creemos 
que en la siguiente cita se resumen sus inquietudes, en buena medida válidas hoy en día. 

Se ha atribuido el atraso a las instituciones políticas que han regido al país, a la 
religión dominante, a la raza, a la lengua, al clima, a las guerras civiles, a la falta de vías 
de comunicación rápidas, a la ignorancia industrial, etc. Pero, ¿cuál de estas supuestas 
causas se acerca más a la realidad? (Garavito, 1899) 

Gregorio Portilla
Profesor Titular
Observatorio Astronómico Nacional

Clara Helena Sánchez
Profesora pensionada de la Universidad Nacional de Colombia
Miembro Correspondiente de la Academia Colombiana de Ciencias Exactas, 
Físicas y Naturales
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raíz de los primeros intentos de observar el lado oculto, o mejor desconocido de la Luna, 
intentos que vieron sus primeros frutos en la exitosa misión del Lunik 3, a fines de 1959, 
apareció la necesidad, o la oportunidad, de establecer una nomenclatura de los detalles 
sobresalientes de ese lado invisible desde la Tierra.  

 
La Unión Soviética designó desde ese primer momento algunos de estos prominentes detalles con 
nombres, desde entonces generalmente aceptados, entre los que se destacan el Mare Mosovitae 
asignado a una única llanura plana y el de Tsiolkovsky a un prominente cráter de oscuro fondo. 
Algunas otras características bautizadas en esos momentos a la postre resultaron inexistentes.  
 
La figura 1 reproduce una de las primeras fotografías resultantes de la información suministrada 
por el "Lunik 3". Esta histórica imagen, que en su momento fue una sensación pues en élla se 
registraron por vez primera detalles sobresalientes nunca conocidos de parte del otro lado de la 
Luna. Se destacan el Mare Mosovitae y el cráter Tsíolkovsky.  
 
El uso de una veintena de estos nombres asignados con base al histórico reconocimiento del "Lunik 
3", la mayoría proveniente de los trabajos soviéticos, y otros originados en las discusiones, fue 
objeto de recomendación por parte de la Asamblea General de la Unión Astronómica Internacional, 
en su reunión del año 1961 en Berkeley, California. La figura 2 reproduce el mapa con la 
nomenclatura que la Comisión 16 de la Unión Astronómica adoptó en 1961 en Berkeley. La lista de 
nombres allí acordados es la siguiente: Tsu Chung-Chi, Kurchatov, Jules Verne, Mendeleev, Popov, 
Hertz, Edison, Lobachevsky, Pasteur, Sklodowska-Curie, Tsiolkovsky, Lomonosov, Joliot Curve, 
Maxwell, Giordano Bruno, Montes Sovietici. Mare Ingenii, Mare Moscoviense. Este mapa fue 
incorporado a los "Procedings" de la Asamblea General de Berkeley y de ese volumen se han 
tomado. Un grupo de trabajo continuó estudiando el tema de la nomenclatura lunar con miras a 
lograr decisiones de carácter más definitivo, una vez se hubiere logrado reconocimientos más 
perfectos de esa parte de nuestro satélite natural.  
 
Naturalmente el perfeccionamiento de las técnicas de reconocimiento no se hizo esperar mucho 
tiempo y hacia el año de 1965 las tareas fotográficas del "Zond 3" y de los cincos satélites de la 
Luna denominados "Orbiter", habían permitido ya tener una visión muy exacta de la superficie 
antes desconocida. Mientras la Unión Soviética continuó asignando nombres de notables científicos, 
de diversas nacionalidades, como lo muestra el mapa del profesor Lipsky, la NASA, en sus 
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publicaciones, se limitó a numerarios. Por ejemplo, el N°388 del mapa norteamericano correspondía 
al cráter Chebyshev del mapa soviético.  
 
La figura 3 reproduce la memorable fotografía tomada por el "Zond 3" en la que parte del lado 
desconocido de la Luna se muestra ya con detalle.  
 
La figura 4 muestra un detalle de una de las publicaciones de la NASA, un mapa basado en las 
fotografías logradas por el programa "Orbiter".  
 
La situación fue entonces debatida por la Unión Astronómica Internacional durante la reunión en 
Praga, más exactamente por la Comisión 17 "La Lune", de la XII Asamblea General, y se llegó en 
un principio a un acuerdo en lo referente al criterio que debía seguirse con respecto a la 
nomenclatura, el cual debía, en líneas generales, ser el que la tradición y el uso han implantado en 
el lado visible. En cuanto a la nomenclatura misma, no existiendo aún acuerdo, se designó 
mediante la Resolución N° 8, un grupo de trabajo que debería presentar una propuesta para su 
estudio durante la siguiente Asamblea General, en 1970.  
 
El citado grupo de trabajo fue integrado por los Profesores Donald Menzel, Presidente saliente de la 
Comisión 17, M. Minaert, A. Mikhailov, luego reemplazado por B. Levin, y A. Dollfus, presidente 
entrante de la Comisión 17.  
 
El grupo, previa solicitud hecha a los diversos países miembros de la Unión Astronómica 
Internacional de elaborar listas de nombres, entre los cuales hacer la escogencia, dentro de un 
criterio de importancia de su trabajo científico en el campo de la Astronomía y de su significación 
para la humanidad aún en otros campos, presentó una lista, limitada a medio millar de nombres, 
acompañada de un mapa elaborado por la NASA y de las biografías resumidas de los científicos 
elegidos. Afortunadamente las gestiones del Observatorio Astronómico Nacional y de la Academia 
Colombiana de Ciencias habían culminado exitosamente en la Asamblea de Praga con la admisión 
de Colombia entre los países miembros de la Unión Astronómica Internacional lo que abrió del 
hecho la posibilidad de que nombres colombianos quedaran establecidos permanentemente en la 
nomenclatura lunar.  
 
De la lista propuesta por Colombia fue escogido el nombre de Julio Garavito Armero, notable 
Ingeniero, Astrónomo y Matemático, Director del Observatorio desde 1891 hasta su muerte en 
1920, cuyas ideas originales en el campo de la Geodesia Astronómica y trabajos en Mecánica 
Celeste, especialmente en lo referente al estudio del movimiento de la Luna en su órbita, han sido 
reconocidos internacionalmente. Correcciones a la nomenclatura y ubicación de algunos cráteres 
del lado visible, cercanos al limbo, y por consiguiente vistos muy oblicuamente desde la Tierra, 
fueron también propuestas por el grupo de trabajo, ya que las fotografías tomadas por los 
vehículos espaciales permiten verlos de frente.  
 
Muchos de los nombres previamente propuestos por el Profesor Lipsky fueron conservados, como 
por ejemplo el citado cráter Chebysev, pero otros fueron cambiados o suprimidos, y en cuanto a los 
nombres adoptados por la Unión Astronómica en 1961 fue necesario cambiar la ubicación de 
algunos, eliminando los no existentes y aclarar alguna posible confusión asignado a tres cráteres 
los nombres de Sklodowska, Curie y Joliot.  
 
La ya mencionada nomenclatura, aprobada por la Comisión 17 durante una de sus reuniones en 
Brighton, durante la celebración de la XIV Asamblea General de la Unión Astronómica, fue ratificada 
en la sesión final del 27 de agosto con el voto unánime de las naciones afiliadas, incluido 
naturalmente el voto colombiano.  
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El cráter Garavito, cuya ubicación está dada por las coordinadas selenográficas latitud 48 grados al 
sur y longitud 157 grados al este, se encuentra, por consiguiente, en el hemisferio sur lunar, al sur 
del "MARE INGENII", no lejos de POINCARE, LAMARCK, VON KARMAN, PAULI, KOCH, y JULES 
VERNE. Es en sí un amplio cráter de un diámetro de unos ochenta kilómetros, con un cráter de 
menor tamaño superpuesto sobre su parte norte y algunos otros más pequeños aún superpuestos 
en el borde oriental.  
 
Es así como la máxima entidad de la astronomía mundial, la Unión Astronómica Internacional, ha 
dado un merecidísimo reconocimiento al nombre del sabio colombiano Julio Garavito Armero, 
designado con su nombre, y en forma permanente, uno de los cráteres del lado opuesto de la 
Luna.  
 

 
Figura 1 
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Figura 2 
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Figura 3 
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Parte de la fotografía tomada por “Orbiter V” desde una altura de 1.191 kilómetros. Se distinguen 
en ella, además del cráter GARAVITO los siguientes: Poincare, Abha Hess, Boyle, Lamarck, Cajori, 
Von Karman, Oresme, Obruchevi, Leibnitz y parte del Mare Ingenii. 

 



El cráter de Garavito. Jorge Arias de Greiff.
Boletín Sociedad Geográfica. Vol XXVII (102): 1-7, 1970. Con permiso

Rev. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat. 44(170):81-87, enero-marzo de 2020

SOCIEDAD GEOGRÁFICA DE COLOMBIA 
ACADEMIA DE CIENCIAS GEOGRÁFICAS 
www.sogeocol.edu.co 

7 
 

 
 
Parte del mapa de la totalidad de la Luna, elaborado en marzo de este año por ACIC, (Aeronautic 
Chart And Information Center, de la Fuerza Aérea Estadinense) para la NASA, sobre el cual se 
imprimieron los nombres propuestos a la consideración de la XIV Asamblea General de la Unión 
Astrónomica Internacional.  El mapa fue distribuido durante las sesiones de las Asambleas que se 
celebró en Brighton, Inglaterra, en el mes de agosto.  Los 500 nombres propuestos fueron 
aceptados por la Asamblea. 
 
El cráter GARAVITO aparece en el mapa de la región centrada en el polo sur de la Luna, entre los 
meridianos 165 E y 150 E sobre el paralelo 48 S. 
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    Julio Cesar Carranza-Martínez1,     Felipe Guhl-Nannetti2,     Omar Cantillo-Barraza3,      
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Abstract
There is limited information about the innate immunity of triatomines against Trypanosoma rangeli, 
an infectious, non-pathogenic human parasite, and T. cruzi, the causative agent of Chagas’ disease. 
This study aimed at addressing this gap by studying the in vitro trypanolytic hemolymph activity 
from insects not infected by T. rangeli or T. cruzi. Eight triatomine species were examined including 
Rhodnius prolixus, R. robustus, R. colombiensis, R. pallescens, R. pictipes, Triatoma dimidiata, T. 
maculata, and Panstrongylus geniculatus. The hemolymph of R. prolixus and R. robustus laboratory 
colonies demonstrated strong trypanolytic activity during the first 14 hours of parasite incubation 
with 81% lysis for the T. rangeli C genotype, 90% for the E genotype, 95% for T. cruzi discrete 
taxonomic unit (DTU) TcII, 94% for TcV, 96% for TcVI, 94% for Tcbat, and 90% for Tcmarinkellei. 
No lysis activity was detected 14 or 24 hours after parasite incubation with the hemolymph of insects 
from R. pictipes R. pallescens, P. geniculatus, and T. maculata colonies. Identical results (absence of 
lysis) were observed using hemolymph from R. colombiensis and T. dimidiata laboratory colonies 
and specimens captured in sylvatic environments. The hemolymph lytic activity against recently 
obtained cultures (95% decrease in live parasite count) and long-term T. cruzi TcII ones (96% 
decrease) was similar. Lytic activity was similar in hemolymph from R. prolixus nymphs, males 
and females and insects fed on chicken or mouse blood. This is the first comparative study of the 
trypanolytic activity of hemolymph from different triatomine species against T. rangeli and T. cruzi 
genotypes. Although the chemical structures of such lysis factors and the mechanisms determining 
their expression have not been fully determined, their identification furthers our understanding of 
triatomines’ innate immunity and their role in Trypanosoma transmission.
Keywords: Trypanosoma cruzi; Trypanosoma rangeli; Rhodnius prolixus; Rhodnius robustus; 
trypanolytic factors; vectorial ability; insect immunity

Resumen
Hay poca información sobre la inmunidad innata de los triatominos contra Trypanosoma rangeli, 
un parásito infeccioso para el humano, aunque no patógeno, y T. cruzi, el agente causal de 
la enfermedad de Chagas. En este trabajo se buscó llenar ese vacío mediante el estudio de la 
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actividad tripanolítica in vitro de la hemolinfa de insectos no infectados con T. rangeli o T. cruzi. 
Se examinaron ocho especies de triatominos: Rhodnius prolixus, R. robustus, R. colombiensis, 
R. pallescens, R. pictipes, Triatoma dimidiata, T. maculata, y Panstrongylus geniculatus. La 
hemolinfa de las colonias de laboratorio de R. prolixus y R. robustus presentó una fuerte actividad 
tripanolítica durante las primeras 14 horas de incubación con los parásitos, evidenciando 81 y 90 % 
de lisis para los genotipos C y E de T. rangeli y 95 % para la unidad taxonómica discreta (DTU) 
de TcII, 94 % para TcV, 96% para TcVI, 94 % para Tcbat y 90 % para Tcmarinkellei. No se detectó 
lisis a las 14 ni a las 24 horas de incubación de los parásitos con las hemolinfas de colonias de 
laboratorio de R. pictipes, R. pallescens, P. geniculatus y T. maculata. Se registraron resultados 
idénticos (ausencia de lisis) con la hemolinfa de colonias de laboratorio de R. colombiensis y T. 
dimidiata y de especímenes capturados en ambientes selváticos. La actividad lítica de la hemolinfa 
fue similar en cultivos recientes de TcII (95 % de lisis) y en aquellos mantenidos por periodos 
prolongados (96 % de lisis). La actividad lítica de la hemolinfa de R. prolixus fue similar en 
ninfas, machos y hembras y en insectos alimentados con sangre de gallina o sangre de ratón. 
Este es el primer estudio comparativo de la actividad tripanolítica en la hemolinfa de diferentes 
especies de triatominos contra genotipos de T. rangeli y T. cruzi. Aunque la estructura química 
de los factores líticos, así como los mecanismos que determinan su expresión, aún no se han 
establecido completamente, su identificación permitirá comprender mejor la inmunidad innata de 
los triatominos y su papel en la trasmisión de los tripanosomas. 
Palabras clave: Trypanosoma cruzi; Trypanosoma rangeli; Rhodnius prolixus; Rhodnius robustus; 
factores tripanolíticos; Capacidad vectorial; Inmunidad en insectos.

Introduction
Trypanosoma rangeli, a non-pathogenic hemoflagellate capable of infecting a variety of 
mammalian species, including humans, is transmitted via triatomine insects belonging 
to the genus Rhodnius (Hoare, 1972; Guhl & Vallejo, 2003). The interaction between 
the parasite and Rhodnius prolixus begins with the ingestion of blood containing 
trypomastigotes. Following ingestion, the parasites develop into epimastigotes in the 
intestine of the vector, where they come into contact with the products of blood digestion 
and other components of the midgut including the bacterial microbiota, hemolytic factors, 
lectins, the prophenoloxidase system, antimicrobial peptides, and reactive nitrogen 
and oxygen species (Vieira, et al., 2015). While these factors can act as biochemical 
barriers to T. rangeli infection, the parasite can still cause immunosuppression in R. 
prolixus by inhibiting processes such as phagocytosis, microaggregation of hemocytes, 
prophenoloxidase activation, and eicosanoid synthesis (Figueiredo, et al., 2008; García, et 
al., 2004a, 2004b). Five T. rangeli genotypes (A-E) have been identified (Maia da Silva, et 
al., 2007; Vallejo, et al., 2015); however, we do not know whether all genotypes are capable 
of crossing the intestinal cell wall in R. prolixus, where they multiply in the hemocoel, 
migrate to the salivary glands, and produce infectious metacyclic trypomastigotes to 
complete their life cycle.

Trypanosoma cruzi, the etiologic agent of Chagas disease, is transmitted by more than 
140 species of triatomines (Galvao & Justi, 2015). Blood trypomastigotes are ingested 
by the vector in the intestine and then they progress to the amastigote, epimastigote, and 
spheromastigote developmental stages before they are finally eliminated in the feces as 
infectious metacyclic trypomastigotes (Vallejo, et al., 1988). All T. cruzi strains, which 
are classified into six discrete-typing units (DTU) (TcI–TcVI) (Zingales, et al., 2009, 
2012), as well as the more recently identified Tcbat (Marcili, et al., 2009) and T. cruzi 
marinkellei strains (Barker, et al., 1978), remain exclusively within the intestine of 
the insect vector where they interact with the intestinal microbiota and counteract the 
effects of host defense factors such as defensins (López, et al., 2003; Vieira, et al., 
2016), prolixicins (Ursic-Bedoya, et al., 2011), lysozymes (Buarque, et al., 2013; Ursic-
Bedoya, et al., 2008), lectins (Pereira, et al., 1981; Mello, et al., 1996), components of 
the phenoloxidase cascade (Castro, et al., 2012; De Fuentes-Vicente, et al., 2016), and 
nitric oxide (Whitten, et al., 2007).
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In a previous study, Pulido, et al. identified differential lytic activity against T. rangeli 
strains in hemolymph from R. prolixus colonies fed on chicken blood and maintained for 
10 years in the laboratory (Pulido, et al., 2008). Similarly, Mello, et al. showed differential 
trypanolytic activity against different T. cruzi strains in hemolymph from a 20-year-old 
colony of R. prolixus fed on citrated rabbit blood (Mello, et al., 1996). These results indicate 
that R. prolixus can generate trypanolytic factors in hemolymph without prior exposure to 
T. rangeli or T. cruzi, which may have some effect on parasite development. While the 
factors responsible for this lytic activity have yet to be fully characterized, they are likely 
to be related to a systemic immune response of the vector to other microorganisms of the 
intestinal microbiota.

To understand the dynamics of parasite transmission, a tripartite approach focusing 
on triatomine-trypanosome-microbiome interactions has been proposed, which requires 
the integration of microbiological, genomic, ecological, bioinformatics, biochemical, 
and biological techniques to explain these interactions and how they may affect the 
transmission of trypanosomes (Salcedo-Porras & Lowenberger, 2019). To achieve 
this, it is necessary to use both wild and established triatomine colonies with different 
microbiota from geographically distinct locations together with Trypanosoma strains with 
different genotypes and DTUs to study innate immunity and links with the biology of 
trypanosomes that could be exploited to reduce parasite transmission (Salcedo-Porras & 
Lowenberger, 2019).

Our search of current literature revealed little information on the presence of innate 
trypanolytic factors in the hemolymph of triatomines other than R. prolixus. Therefore, we 
aimed to examine laboratory populations of five Rhodnius species, Triatoma dimidiata, 
T. maculata, and Panstrongylus geniculatus, as well as wild populations of R. pallescens 
and T. dimidiata, for the presence of innate trypanolytic factors against a range of T. 
rangeli and T. cruzi strains belonging to different genotypes and discrete taxonomic units 
(DTUs). Additionally, we studied whether the trypanolytic activity was related to the sex 
and stage of the insect, the time parasites are kept in culture and the time of the colonies 
in the laboratory. This is the first comparative study on the innate trypanolytic activity of 
hemolymph among different triatomine species. The results of this study provide a basis for 
further studies aimed at characterizing the intestinal microbiota of triatomines, which may 
impact the innate immunity of the vector species, and at identifying the factors responsible 
for the lytic activity of the hemolymph against T. rangeli and T. cruzi and their possible 
role in the transmission of parasites.

Materials and methods
Trypanosoma rangeli and Trypanosoma cruzi strains
Trypanosoma rangeli strains belonging to genotypes B, D, and E and T. cruzi strains 
belonging to reference DTUs TcII–TcVI were provided by Dr. Martha G. Teixeira from the 
Institute of Biomedical Sciences at the University of São Paulo. These strains were removed 
from liquid nitrogen storage and thawed. Once they arrived at the Tropical Parasitology 
Research Laboratory (LIPT) at the University of Tolima, they were refrozen in liquid 
nitrogen. Aliquots were thawed and cultured as needed. The T. rangeli genotype A strain 
(Choachí) was maintained by mouse-culture-R. prolixus cyclic passes every 3 months, 
while the genotype C strain (R. col 0226) was maintained by mouse-culture-Rhodnius 
colombiensis cyclic passes every 3 months (Vallejo, et al., 1986). Clones of both domestic 
and sylvatic TcI, as well as Tcbat and T. cruzi marinkellei strains isolated from bats in 
Colombia and maintained in liquid nitrogen, were also used in this study. Additionally, TcI 
(MHOM/CO/03/CG) and TcII (Y) strains were maintained in ICR mice. T. cruzi DTUs and 
T. rangeli genotypes were confirmed using previously described molecular markers (Souto 
& Zingales, 1993; Souto, et al., 1996; Brisse, et al., 2001; Villa, et al., 2013; Vallejo, et 
al., 2002; Maia da Silva, 2007). For assays involving T. cruzi, we used 36 representative 
strains belonging to DTUs TcI–TcVI and Tcbat, one domestic T. cruzi TcI clone, and 
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one sylvatic T. cruzi TcI clone. For the assays involving T. rangeli, we used 23 strains 
representing genotypes A–E along with one Trypanosoma leeuwenhoeki strain (Table 1). 
T. cruzi strains were cultured at 28°C in biphasic Novy-McNeal-Nicolle/liver infusion 
tryptose medium supplemented with 10% fetal bovine serum while T. rangeli strains were 
cultured in biphasic Bacto™ beef medium supplemented with 10% fetal bovine serum.

Table 1. Strains of T. rangeli genotypes and T. cruzi DTUs used in this study

T. rangeli genotype or T.  
cruzi DTU

Strain Host Geographical origin Lysis caused by                   
R. prolixus hemolymph

T. rangeli A Duran Homo sapiens Cundinamarca (Colombia) -
T. rangeli A Choachi R. prolixus (domestic) Cundinamarca (Colombia) -
T. rangeli A TrD P19 R. prolixus (domestic) Norte Santander (Colombia) -
T. rangeli A TrP 500 R. prolixus (sylvatic) Casanare  (Colombia) -
T. rangeli B Saimiri  Saimiri sciureus Manaus (Brazil) -
T. rangeli C* Ort Q 09-1 Artibeus lituratus Ortega (Colombia) +
T. rangeli C Ort Q 09-2 A. lituratus Ortega (Colombia) +
T. rangeli C R. col 089 R. colombiensis Coyaima (Colombia) +
T. rangeli C R. col 0201 R. colombiensis Coyaima (Colombia) +
T. rangeli D SC-58 Echimys dasythrix Santa Catarina (Brazil) -
T. rangeli E 643 Platyrrinus lineatus Miranda (Brazil) +
T. leeuwenhoeki Tas 250 Bradypus variegatus Pacific Region (Colombia) +
T. cruzi  I ** Ort 1-5 R. colombiensis Ortega (Colombia) -
T. cruzi  I Dm28 Didelphis marsupialis Coyaima (Colombia) -
T. cruzi  I 833 H. sapiens Pará (Brazil) -
T. cruzi  I D1 D. marsupialis Coyaima (Colombia) -
T.cruzi I domestic clone MHOM/CO/03/CG H. sapiens Caquetá (Colombia) -
T. cruzi Id sylvatic clone Rcol/02 R. colombiensis Coyaima (Colombia) -
T. cruzi  II Y H. sapiens Sao Paulo (Brazil) +
T. cruzi  II 139 D. aurita Sao Paulo (Brazil) +
T. cruzi III MT 3663 P. geniculatus Amazonas (Brazil) -
T. cruzi IV José Julio H. sapiens Amazonas (Brazil) -
T. cruzi V 967 H. sapiens Bolivia +
T. cruzi VI CL Brener T. infestans Rio Grande do Sul (Brazil) +
T. cruzi bat Ortq07-1 Artibeus lituratus Ortega (Colombia) +
T. cruzi bat Ortq07-2 A. lituratus Ortega (Colombia) +
T. cruzi bat Ortq07-3 A. lituratus Ortega (Colombia) +
T. cruzi bat Ortq08-1 Carollia perspicilata Ortega (Colombia) +
T. cruzi bat Cha Q 11-2 A. lituratus Chaparral (Colombia) +
T. cruzi bat Cha Q 12-1 C. perspicilata Chaparral (Colombia) +
T. cruzi marinkellei Cha Q 08-1 Phyllostomus hastatus Chaparral (Colombia) +
T. cruzi marinkellei Cha Q 08-2 P. hastatus Chaparral (Colombia) +

* In addition to the four strains of T. rangeli C described, 13 strains of the same genotype that presented lysis caused by the hemolymph of 
R. prolixus were also tested. 
** In addition to the six strains of T. cruzi I described in the table, 14 strains of this DTU that also presented resistance to lysis caused by 
the hemolymph of R. prolixus were tested.
+: Presence of lysis
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Triatomines
In this study, we used fifth-instar nymphs and adults belonging to Colombian triatomine 
species R. colombiensis, R. pallescens, R. pictipes, R. prolixus (domestic), R. prolixus 
(sylvatic), R. robustus, T. dimidiata, T. maculata, and P. geniculatus, which were maintained 
in an insectary. The insects were fed weekly on chickens and housed in incubators with a 
12-h light/12-h dark photoperiod at 28°C and 80% relative humidity. Fifth-instar nymphs 
and adults belonging to the species R. colombiensis and T. dimidiata were also collected 
from sylvatic environments and used to obtain hemolymph for the analysis of their 
trypanolytic activity.   

Detection of trypanolytic activity against T. rangeli and T. cruzi in the hemolymph of 
triatomines
Insects were fed on chickens 8 days before the assays. Hemolymph was collected by 
making a cut in the femur of the third hind leg and applying very slight abdominal 
pressure. Hemolymph samples from 20 individuals of each species were pooled and 
then centrifuged at 14,000 × g for 5 min. The resulting cell-free supernatant was used 
in trypanolytic activity assays performed as described previously by Pulido, et al. 
(2008). Briefly, to prevent melanization, 2 µl of 50 mM of phenylthiourea were added 
to each 100-µl volume of hemolymph. Cultures of T. cruzi or T. rangeli were washed 
three times with 0.9% (w/v) saline solution, centrifuged at 7000 × g for 5 min, and then 
resuspended in 10% (v/v) liver infusion tryptose medium. Ten microliters of hemolymph 
were then added to 10-µl aliquots of parasite suspension at a final concentration of 2.5 × 
107 parasites/ml. To assess the lytic activity, live parasites were counted in a Neubauer 
chamber after 0 and 14 h of incubation. A negative control consisting of hemolymph 
inactivated with 10 µl of pepsin solution (15 mg/ml in 1M HCl) per 100 µl of hemolymph 
and incubated at 37°C for 4 h was included in all experiments. T. rangeli genotype C 
(Rcol 0226) and T. cruzi TcII (Y) strains were used as positive controls with both strains 
always lysed when incubated with hemolymph from R. prolixus. T. rangeli genotype A 
(Choachí) and T. cruzi TcI (Dm28) strains were used as negative control strains, which 
were not lysed when incubated with hemolymph from R. prolixus. For both the negative 
and positive controls, the parasites were resuspended at a final concentration of 2.5 × 107 
parasites/ml. All assays were carried out in triplicate. 

An underlying question of this study was whether keeping the triatomine colonies 
in the laboratory could affect the innate lytic factors, whereby lytic activity could be lost 
after several generations. To address this question, we collected R. colombiensis and 
T. dimidiata specimens from the field and used pooled hemolymph from each species 
in trypanolytic activity assays with the T. cruzi TcII (Y) strain. All controls described 
above were included in these assays. The results were compared with those obtained 
using colonies of the same species that had been maintained in the laboratory for 5 and 
20 years.

We also investigated whether the long-term maintenance of cultured epimastigotes 
could affect their resistance to lysis. In these assays, R. prolixus hemolymph was incubated 
with T. cruzi TcII strain Y obtained from recent hemoculture of mouse blood or with T. 
cruzi TcII strain Y that had been kept in culture with weekly subcultures for 4 years. We 
also compared the lytic activity of hemolymph from vectors fed with chicken blood or 
mouse blood, and from R. prolixus nymphs, males, and females.   

Ethical aspects
The project was approved by the Central Research and Scientific Development Committee 
at the University of Tolima after verifying that the proposed protocols were in accordance 
with the ethical standards laid down in Resolution 8430 of 1993 by the Colombian Ministry 
of Health for the handling of laboratory animals. The technicians in care of the animals at 
the LIPT observed all aspects related to their maintenance following strict regulations for 
ensuring the animals’ consistent care and handling. 
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Statistical analysis
Parasite counts at 0 and 14 h of incubation are presented as means ± standard deviation. 
For strains showing lysis at 14 h, the percentage of lysed cells was calculated by comparing 
with the number of parasites at 0 h. T. rangeli and T. cruzi strains that were not lysed at 
14 h were observed for 10 h more (24 h of incubation). We conducted a one-way analysis 
of variance (ANOVA) with Tukey’s post hoc analysis to identify significant differences 
among the strains. The differences between the treatments and the controls were considered 
statistically significant at p<0.05. Graphs were generated using the GraphPad Prism 5.0 
software (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA).

Results
Effects of R. prolixus hemolymph on T. rangeli strains belonging to different genotypes
The effects of R. prolixus hemolymph on the survival of T. rangeli genotype A (Choachí) 
and genotype C (Rcol0226) strains are shown in figure 1. The T. rangeli genotype C strain 
showed an 86% decrease in live parasite numbers at the 14-h time point compared to those 
at time point 0 in the presence of native hemolymph but was not affected by incubation 
with the inactivated hemolymph. Instead, no changes in the live parasite counts of the T. 
rangeli genotype A strain were observed following incubation with either the inactivated 
or native hemolymph suggesting that it was not susceptible to the lytic effects of the 
hemolymph. Therefore, these two strains were used as the positive (presence of lysis) and 
negative (absence of lysis) controls, respectively, for all subsequent analyses of genotype 
B, D, and E T. rangeli strains. 

Representative strains belonging to each of the remaining T. rangeli genotypes (B, 
D, and E) were then assessed for their susceptibility to the lytic activity of the R. prolixus 
hemolymph (Figure 2). No significant changes in the live parasite counts of genotype 
A, B, and D strains were observed after 14 h of incubation with either the inactivated or 
native hemolymph while 81% and 90% decreases in live parasite counts were observed 
for genotype C and E strains, respectively, following incubation with native hemolymph. 
The genotype A, B, and D strains remained resistant to lysis after 24 h of incubation 
(Table 2).

Figure 1. In vitro survival of T. rangeli genotype A (Choachí) and C (Rcol0226) strains following 
incubation with hemolymph from R. prolixus 
Each bar represents the mean ± SD of live parasite counts from three independent assays after 0 and 
14 h of incubation. Each T. rangeli strain was incubated with inactivated hemolymph (IH) or native 
hemolymph (NH). 
*: p<0.05 compared with the live parasite counts of genotypes A and C strains incubated with NH at 
the same time point.
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Figure 2. Summary of in vitro survival of genotypes A–E of T. rangeli strains following incubation 
with native hemolymph from R. prolixus 
Each bar represents the mean ± SD of live parasite counts from three independent assays after 0 
and 14 h of incubation with native hemolymph. T. rangeli genotypes A (Choachí), B (Saimiri), C 
(Rcol0226), D (SC58), and E (643) strains were examined. 
a: Lysis resistance was observed in four genotype A T. rangeli strains. 
b: Lysis susceptibility was observed in 17 genotype C T. rangeli strains. Only one strain was tested for 
each of B, D, and E genotypes (Table 1). The Rcol0226 and Choachí strains were used as the positive 
(presence of lysis) and negative (absence of lysis) controls, respectively, for analyses of genotypes 
B, D, and E strains.  
*: p<0.05 compared with the live parasite counts of the negative control with the native hemolymph
NH at the same time point.
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Effects of R. prolixus hemolymph on T. cruzi strains belonging to different DTUs
The effects of R. prolixus hemolymph on the survival of T. cruzi TcI (Dm28) and TcII (Y) 
strains were then examined (Figure 3). No significant changes in the live parasite counts 
of the T. cruzi TcI strain were observed following incubation with either the inactivated or 
native hemolymph. In contrast, there was a 95% decrease in live parasite numbers of the 
T. cruzi TcII strain (Y) after 14 h of incubation with the native hemolymph compared with 
the counts at time point 0. As a result, T. cruzi TcI strain Dm28 and TcII strain Y were used 
as negative and positive controls, respectively, for all further assays. 

We examined then the susceptibility of the remaining T. cruzi strains (TcIII, TcV, 
TcVI, Tcbat, and Tcmarinkellei) to lysis by the hemolymph (Figure 4). Analysis of 20 
TcI strains showed complete resistance to lysis in all cases. The TcIII strain showed only 
partial susceptibility to lysis with a 13% decrease in live parasite counts observed after 14 
h of incubation with the native hemolymph compared with parasite counts at time point 
0. In contrast, decreases in live parasite counts of 95%, 94%, 96%, 94%, and 90% were 
observed for the TcII, TcV, TcVI, Tcbat, and T. cruzi marinkellei strains, respectively, after 
14 h of incubation with the native hemolymph. Interestingly, analysis of a TcIV strain 
(Jose Julio) revealed a high degree of agglutination but no evidence of lysis after 24 h of 
incubation with the native hemolymph (Table 2).

Table 2 summarises the results of the hemolymph lytic activity in eight triatomine 
species after 24 hours of incubation with representative strains from five T. rangeli 
genotypes, seven T. cruzi DTUs, and a T. cruzi subspecies. The T. rangeli C and E genotype 
strains and the DTU TcII, TcIII, TcV, TcVI, Tcbat, and the Tcmarinkellei strains were 
lysed by R. prolixus and R. robustus hemolymphs. T. rangeli genotype A and B strains 
and TcI strain were not lysed. The TcIV strain became agglutinated but not lysed. It is 
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Table 2. Trypanolytic activity of hemolymph of eight triatomine species on epimastigotes of T. rangeli genotypes and T. cruzi DTUs at 24 
hours of incubation

Vector 
species

T. rangeli 
A

(Choachí)

T. rangeli 
B

(Saimiri)

T. rangeli 
C

Rcol0226

T. rangeli 
D

SC58

T. rangeli 
E

(643)

T. cruzi I
(Dm28)

T. cruzi II 
(Y)

T. cruzi III 
(MT3663)

T. cruzi 
IV

 José Julio

T. cruzi 
V

 (967)

T. cruzi 
VI (CL 
Brener)

T. cruzi 
bat 

Ort07-1

T. cruzi 
marinkellei
ChaQ 08-1

Rhodnius 
prolixus 
domestic-
Boyacá

- - LYSIS - LYSIS - LYSIS LYSIS AGGL LYSIS LYSIS LYSIS LYSIS

Rhodnius 
prolixus
Sylvatic-
Casanare
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Figure 3. In vitro survival of T. cruzi TcI (Dm28) and TcII (Y) strains following incubation with 
hemolymph from R. prolixus 
Each bar represents the mean ± SD of live parasite counts from three independent assays after 0 and 
14 h of incubation with hemolymph. Each T. cruzi strain was incubated with inactivated hemolymph 
(IH) or native hemolymph (NH). 
*: p<0.05 compared with the live parasite counts of the T. cruzi TcI and the TcII strains incubated 
with NH at the same time point
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worth noting that none of the R. colombiensis, R. pallescens, R. pictipes, T. dimidiata, T. 
maculate, and P. geniculatus hemolymphs had lytic activity against T. rangeli and T. cruzi 
strains incubated in the same experimental conditions used here indicating the absence of 
trypanolytic activity in their hemolymphs during the first 24 hours of incubation.

Comparison of hemolymph from triatomines from wild and laboratory colonies
Next, we examined whether the maintenance of insects in laboratory colonies had 
any effect on the lytic activity of hemolymph. Hemolymph was obtained from 37 R. 
colombiensis specimens captured from palm trees in Coyaima, Colombia, in September 
2018. Hemolymph was also extracted from R. colombiensis individuals from a colony that 
has been maintained in the laboratory for 5 years. Assays were conducted using T. cruzi 
TcII strain Y, which is susceptible to lysis. No significant differences in live parasite counts 
were observed for any of the treatments (Figure 5). Identical results (absence of lysis) 
were observed when the assay was repeated using hemolymph from a laboratory colony 
of T. dimidiata and specimens captured in sylvatic environments in Boyacá, Colombia, in 
May 2019 (data not shown).

Effects of parasite culture time on susceptibility to the lytic activity of native hemolymph 
from R. prolixus
We then compared the susceptibility of recently obtained and long-term cultures of T. 
cruzi TcII strain Y to lysis by R. prolixus hemolymph. The first TcII strain Y isolate was 
obtained from recent hemoculture of mouse blood while the second isolate had been 
maintained in a 4-year culture with weekly subcultures. As shown in Figure 6, the lytic 
activity of the hemolymph against the two cultures was similar with 95% and 96% 
decreases in T. cruzi live parasite counts following incubation of native hemolymph with 

Figure 4. Summary of in vitro survival of T. cruzi strains belonging to six different DTUs, as well 
as one T. cruzi subspecies (T. cruzi marinkellei), following incubation with native hemolymph                    
from R. prolixus. 
Each T. cruzi marinkellei bar represents the mean ± SD of live parasites counts from three independent 
assays after 0 and 14 h of incubation with hemolymph. TcI (Dm28), TcII (Y), TcIII (MT3663), 
TcV (967), TcVI (CL Brener), Tcbat (Ort07-1), and T. cruzi marinkellei (ChaQ 08-1) strains were 
examined in this assay. a, Lysis resistance was observed in 20 TcI strains. b, Lysis susceptibility 
was observed in two TcII strains. c, Lysis susceptibility was observed in six Tcbat strains. d, Lysis 
susceptibility was observed in two T. cruzi marinkellei strains. Only one strain was examined for 
each of the TcIII, TcV, and TcVI DTUs (Table 1). T. cruzi TcI strain Dm28 and TcII strain Y were 
used as negative (absence of lysis) and positive (presence of lysis) controls, respectively, for assays 
with TcIII, TcV, TcVI, Tcbat, and T. cruzi marinkellei strains. *, p < 0.05 compared with the live 
parasite counts of the negative controls with the native hemolymph (NH) at the same time point.
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Figure 6. In vitro survival of T. cruzi TcII epimastigotes from recent or long-term cultures following 
incubation with native hemolymph from R. prolixus. T. cruzi TcII strain Y isolates recently cultured 
(recent-term cultivation, RTC) from trypomastigotes from mouse blood or cultured for 4 years 
(long-term cultivation, LTC) were incubated with native hemolymph from R. prolixus. Each bar 
represents the mean ± SD of live parasite counts from three independent assays after 0 and 14 h of 
incubation with hemolymph. The same number of T. cruzi epimastigotes from the RTC and LTC 
cultures were incubated with inactivated hemolymph (IH) and native hemolymph (NH). 
*: p<0.05 compared with live parasite counts of IH and NH cultures at the same time point
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Figure 5. In vitro survival of a T. cruzi TcII strain following incubation with hemolymph from 
laboratory and field-collected R. colombiensis insects and comparison of the number of live T. cruzi 
TcII (Y) epimastigotes following incubation with the hemolymph from R. colombiensis specimens 
captured in the field (FH) and hemolymph from R. colombiensis individuals from a colony maintained 
in the laboratory for 5 years (CH). Each bar represents the mean ± SD of live parasite counts from 
two independent assays after 0 and 14 h of incubation with hemolymph. The T. cruzi parasites were 
incubated with inactivated hemolymph (IH) or native hemolymph (NH) from both populations. 

FH

IH IHNH NH

CH

Hours
0

0

5

10

15

20

25

30

35

0 0 014 14 14 14

L
iv

e 
pa

ra
si

te
 n

um
be

r 
x 

10
6 /m

l

recently obtained and long-term cultures, respectively. Besides, no lysis of T. rangeli A 
strain Choachí maintained either via a cyclic culture-R. prolixus-mouse-culture method, 
which allowed us to obtain recent cultures of the parasite, or by weekly subculture for 3 
years, was observed following incubation with native hemolymph from R. prolixus (data 
not shown). On the other hand, lysis of T. rangeli C strain Rcol0226 maintained via a 
cyclic culture-R. colombiensis-mouse-culture method or by weekly subculture for 3 years 
was observed following incubation with R. prolixus native hemolymph (data not shown). 
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In addition to the results presented here, we also determined that the lytic activity was 
similar in hemolymph from vectors fed on chicken or mouse blood and in hemolymph 
from R. prolixus nymphs, males, and females.

Discussion
The results of the study support previous reports on the existence of a rapid innate response 
to various T. rangeli genotypes and T. cruzi DTUs in the hemolymph of R. prolixus. 
Sánchez, et al. (2005) and Pulido, et al. (2008) showed that the epimastigotes of T. rangeli 
genotype C strains isolated from R. colombiensis, R. ecuadoriensis, and R. pallescens were 
lysed when incubated in vitro for 10 h with hemolymph from R. prolixus. In contrast, the 
epimastigotes of a T. rangeli genotype A strain were completely resistant to lysis under the 
same conditions. In the present work, T. rangeli genotype A, B, and D strains were resistant 
to lysis during incubation with hemolymph from R. prolixus for 24 h while 81% and 90% 
decreases in live parasite counts were observed for genotype C and E strains after 14 h of 
incubation with the hemolymph (Figure 2, Table 2).

In vivo assays where the hemocoel of R. prolixus was inoculated with T. rangeli 
genotype C strains showed the rapid disappearance of the flagellated parasite from the 
hemolymph of the vector (data not shown). This is consistent with the results of Sánchez, 
et al. (2005) regarding the complete clearance of T. rangeli genotype C cells from the 
hemolymph at 2 h post-inoculation. In contrast, inoculated T. rangeli genotype A cells 
were observed in the hemolymph of T. rangeli for several months with the production of 
infective metacyclic trypomastigotes (Vallejo, et al., 1986). As a result, this inoculation 
method is commonly used to obtain infective trypomastigotes of T. rangeli genotype A 
strains. Similar findings had already been reported by Mello, et al. (1995), who inoculated 
T. rangeli strain San Agustín (genotype A from Colombia) into the hemocoel of R. prolixus. 
The researchers observed the multiplication of the parasite in the hemolymph for several 
days with elevated levels of lysozyme activity in the hemolymph but no trypanolytic or 
antimicrobial peptide activity. 

Under experimental conditions, T. rangeli genotype A strains are not lysed following 
inoculation into the R. prolixus hemocoel while genotype C strains are lysed. This innate 
lytic response would explain why after characterizing more than 100 T. rangeli strains 
isolated from the salivary glands of R. prolixus from Colombia, Honduras, and Venezuela 
(Salazar-Anton, et al., 2009), wild Rhodnius neglectus from the Federal District of Brazil 
(Gurguel-Goncalves, et al., 2004; Urrea, et al., 2005), wild R. prolixus from Casanare, 
Colombia (Urrea, et al., 2011), and R. robustus from Venezuela and Brazil were found to 
be genotype A (Maia da Silva, et al., 2007; Vallejo, et al., 2015). In these studies, none 
of the R. prolixus, R. robustus or R. neglectus vectors were infected with genotype C or E 
strains, which are susceptible to hemolymph lysis.

Trypanosoma rangeli genotype C strains have been isolated from wild R. pallescens 
colonies from Panamá and Colombia, from wild R. colombiensis colonies from central 
Colombia, and from domesticated R. ecuadoriensis in the northern region of Perú (Urrea, 
et al., 2005; Vallejo, et al., 2015). No trypanolytic activity was detected in the hemolymph 
of these vectors and no lysis was observed following experimental inoculation of a T. 
rangeli genotype A strain into the hemocoel of R. colombiensis and R. pallescens, although 
the parasites did not invade the salivary glands (data not shown).

The absence of lytic activity in the hemolymph of Triatoma and Panstrongylus species 
(T. dimidata, T. maculata, and P. geniculatus) in the current study (Table 2) coincides with 
the observations of De Stefani-Marques, et al. (2006), who orally infected P. megistus, T. 
infestans, T. sordida, T. braziliensis, and T. vitticeps individuals with a strain of T. rangeli 
isolated in Uberaba-Minas Gerais, Brazil, where genotype A predominates. The authors 
observed the parasites in the hemolymph for 10–30 days following infection without 
invasion of salivary glands, thus confirming the absence of lytic factors with immediate 
activity in these vectors. 
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The inability of T. cruzi to develop in the hemolymph of triatomine vectors was 
observed in in vivo experiments performed by Alvarenga & Bronfen (1982), who 
inoculated T. cruzi strains Y and CL into the hemocoel of T. infestans and Dipetalogaster 
maxima. They observed that the parasites could not persist in the hemolymph for more 
than 40 days. In comparison, Mello, et al. (1995) inoculated T. cruzi clone Dm28 into 
the hemocoel of R. prolixus and found that the parasites were completely cleared by day 
5 post-inoculation suggesting that the humoral response in hemolymph from R prolixus 
against T. cruzi is faster than that in hemolymph from T. infestans and D. maxima. Early 
and strong lytic activity was previously observed by Mello, et al. (1996) in in vitro 
experiments with various T. cruzi strains. The authors observed trypanolytic activity in 
the hemolymph of R. prolixus against T. cruzi strain Y but not against strains Dm28c or 
CL after 3 h of incubation. Thus, T. cruzi clearance depends on both the parasite strain 
and the vector species. However, the exact mechanism that causes T. cruzi to die in the 
hemocoel but thrive in the gastrointestinal tract remains unknown (Salcedo-Porras & 
Lowenberger, 2019).

Although under natural conditions T. cruzi does not enter the hemolymph of the 
vectors, we decided to use epimastigotes of T. cruzi belonging to various DTUs to detect 
the presence of trypanolytic factors related to an innate immune response in the vectors. 
Differences in susceptibility to lysis were observed amongst the T. cruzi strains belonging 
to different DTUs, with a TcIII strain showing a 13% decrease in live parasite numbers 
after 14 h of incubation, while a TcI strain remained unaffected after 24 h of incubation. 
We observed strong in vitro lytic activity during incubation of T. cruzi with hemolymph 
from R. prolixus, with 90%–96% decreases in live parasite counts recorded in the first 14 
h of incubation (Figure 4). We could not determine the cause of this variability; however, 
susceptibility or resistance to lysis of T. cruzi strains belonging to different DTUs and T. 
rangeli strains belonging to different genotypes may be related to the ability of the different 
strains to survive the oxidative stress of the hemolymph. It is likely that the parasites 
that showed resistance to lysis maintain a repertoire of genes involved in oxidative 
stress tolerance, which would aid in survival under environmental stress conditions. The 
variability of the antioxidant defenses of the various T. cruzi and T. rangeli strains may 
reflect specific adaptations to the vector species (Stoco, et al., 2014; Beltrame-Botelho, 
et al., 2016). However, the most intriguing result of the present study was that none of the 
other vector species, including R. pallescens, R. colombiensis, R. pictipes, T. dimidiata, T. 
maculata, and P. geniculatus, showed hemolymph lytic activity against any of the T. cruzi 
or T. rangeli strains after 24 h of incubation (Table 2).

The lytic activity of hemolymph from field-collected insects and laboratory colonies 
of R. colombiensis (Figure 5) and of T. dimidiata against TcII was not observed in any 
of the hemolymph samples indicating that the absence of lytic activity is independent of 
the maintenance of colonies in the laboratory. Similarly, lytic activity tests against TcII 
using R. prolixus colonies from six different departments in Colombia (Boyacá, Casanare, 
Cundinamarca, Magdalena, Santander, and Tolima) showed equivalent levels of lytic 
activity in hemolymph from all colonies. 

We also found that there was no difference in the lytic susceptibility of T. cruzi TcII 
epimastigotes recently obtained by blood culture and those maintained in culture for 4 
years with weekly subcultures (Figure 6), which indicates that the maintenance time of 
epimastigotes in culture does not affect their susceptibility to lysis caused by the native 
hemolymph from R. prolixus. There were no differences either in the trypanolytic activity 
of hemolymph from R. prolixus adults (males and females) and fifth-instar nymphs or in 
hemolymph from insects fed on chicken or mouse blood.

A question that is yet to be resolved is whether these innate trypanolytic factors detected 
in the hemolymph could also be activated in the intestine to modulate the transmission of 
intestinal T. cruzi parasites. More studies are needed to address this hypothesis, identify 
innate trypanolytic factors, locate production sites, and determine circulation dynamics 
and their effector activities in different vector organs and tissues.
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Regarding the possible mechanisms related to hemolymph lytic activity, it is known 
that prophenoloxidase system (PPO) activation leads to melanin synthesis by indolquinone 
polymerization. Both melanin and the intermediary products formed during its synthesis 
help kill bacteria, viruses, and parasites (Walters & Ratcliffe, 1983; Söderhäll & 
Cerenius, 1998; Cerenius, et al., 2008, Azambuja, et al., 2017). PPO availability in 
the hemolymph of the insects is derived from hemocyte lysis (Kanost and Gorman, 
2008). Hemocyte lysis mainly occurs after exposure to microorganisms (Brehélin, et 
al., 1989), but may also occur spontaneously to maintain basal prophenoloxidase (PPO) 
levels in hemolymph (Kanost & Gorman, 2008). Hemolymphs from the eight triatomine 
species were used in all the parasite incubation experiments in our study; they were 
hemocyte-free and treated with phenylthiourea, which would have prevented basal PPO 
levels activation. In principle, the lytic activity observed in R. prolixus and R. robustus 
hemolymph should not have been attributed to PPO activation but related to factors other 
than the PPO cascade.

In a previous study, it was found that R. prolixus hemolymph lytic factors or their 
precursors were proteins (Pulido, et al., 2008); here, we confirmed this finding because 
hemolymph lytic activity disappeared completely after pepsin incubation. It can be 
predicted, then, that potential lytic factors or their precursors are proteins and could be 
antimicrobial peptides (AMP), precursors of reactive nitrogen species (NOS) or reactive 
oxygen species (ROS) or nitrophorins that are NOS transporters or proteins not yet 
identified. Proteomic and transcriptomic studies comparing vector species having or 
lacking lytic activity should be carried out to identify possible candidates and subsequent 
tests performed to confirm their role in hemolymph lytic activity.

The strategies used by T. rangeli and T. cruzi to achieve successful vector infection 
depend on a tripartite interaction among the parasite, the insect’s immune system, and 
the intestinal microbiota. Experimental infection studies using different bacterial species 
have shown species-specific differences in the intestinal immune response of the vectors 
(Vieira, et al., 2014). These interactions constitute an important field of research that will 
open new perspectives on our understanding of parasite-vector relationships. As part of 
this tripartite interaction, it will be very important to characterize the microbiomes of 
insect populations that have a very strong innate humoral response, such as that detected 
in R. prolixus and R. robustus. Investigations of this tripartite interaction could lead to the 
identification of intestinal microbial species that naturally induce an immune response in 
the intestine or hemolymph of the vector to avoid parasite infection. Further research is 
needed to identify the components of the strong differential immune response between 
insects having and lacking lytic activity to verify whether such factors could be involved 
in T. rangeli genotypes and T. cruzi DTUs’ predominance in Colombia and some Latin 
American regions.

Conclusions
Using in vitro incubations of T. rangeli and T. cruzi epimastigotes from different genotypes 
and DTUs with the hemolymph of eight species of triatomines, we detected strong 
trypanolytic activity in the hemolymph from R. prolixus and R. robustus, which was 
absent in that from R. colombiensis, R. pallescens, R. pictipes, T. dimidiata, T. maculata, 
and P. geniculatus. The trypanolytic activity was independent of the sex and stage of 
the insect, the time the epimastigotes were maintenance in culture, and the type of food 
on which the vectors were fed (chicken or mouse blood). The absence of trypanolytic 
activity was observed in both laboratory colonies and field-captured insects of the species 
R. colombiensis and T. dimidiata. There are still gaps in our understanding of the innate 
immune responses of different triatomine species against the same strains of T. cruzi and 
T. rangeli or the same triatomine species against geographically-separated isolates of T. 
cruzi and T. rangeli. Interactions between triatomines and trypanosomes involve complex 
ecological, biochemical, and coevolutionary relationships that are just beginning to be 
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investigated. Understanding the factors that determine how a vector is infected and how the 
parasite is transmitted is key to the success of control programs targeting Chagas disease 
vectors; unfortunately, most of these factors are unknown. Therefore, it is vital to investigate 
the ecological, physiological, and immunological factors that determine how and why the 
vectors transmit some genotypes of the parasite and others do not.
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Abstract 
Antibiotic-resistant bacteria represent a global risk to public health. Horizontal gene transfer, a common 
mechanism for genetic exchange in bacteria, plays an essential role in the acquisition of resistance 
genes. In this work, we evaluated the effect of sub-lethal concentrations of antibiotics on plasmid 
transfer by conjugation and transformation in the opportunistic pathogen Klebsiella pneumoniae. 
Despite not being naturally competent, this bacterium could acquire extracellular DNA from various 
plasmids at a very low frequency, which increased upon incubating cells with the aminoglycoside 
antibiotics amikacin and gentamicin. Transfer by conjugation analyzed using a clinical isolate 
carrying plasmid pNDM-1 also increased in the presence of sub-lethal concentrations of antibiotics. 
An RNAseq analysis showed differential expression of several genes when cells were incubated in 
the presence of sub-lethal concentrations of amikacin suggesting metabolic and regulatory changes, 
as well as alteration of cell envelope components that could affect the uptake of foreign DNA. These 
results suggest that sub-lethal concentrations of some aminoglycosides, in particular amikacin, can 
promote the transfer of resistance-bearing genetic elements in K. pneumoniae, which is relevant for 
understanding the spread of resistance determinants in this human pathogen.
Keywords: Klebsiella pneumoniae; Horizontal gene transfer; Antibiotic resistance, aminoglycosides.

Resumen
Las bacterias resistentes a antibióticos representan un riesgo global para la salud pública. La transfer-
encia horizontal de genes, que permite el intercambio de material genético en bacterias, tiene un papel 
importante en la adquisición de genes de resistencia. En este trabajo se evaluó el efecto de concentra-
ciones subletales de antibióticos en la transferencia de plásmidos por conjugación y transformación en 
el patógeno oportunista Klebsiella pneumoniae. Aunque esta bacteria no es naturalmente competente, 
mostró capacidad para adquirir ADN extracelular de diversos plásmidos con muy baja frecuencia, la 
cual aumentó al incubar células con los antibióticos aminoglucósidos amikacina y gentamicina. La 
transferencia por conjugación, que se hizo con un aislamiento clínico portador del plásmido pNDM-1, 
también aumentó en presencia de concentraciones subletales de antibióticos. Un análisis de RNA- Seq 
evidenció la expresión diferencial de varios genes al incubar células en presencia de concentraciones 
subletales de amikacina, lo que indica cambios metabólicos, regulatorios y a nivel de componentes de 
la envoltura celular. Estos resultados revelan que la incubación en concentraciones subletales de algu-
nos aminoglucósidos, en particular la amikacina, pueden alterar las propiedades celulares y promover 
la transferencia de elementos genéticos portadores de resistencias en K. pneumoniae, lo cual tiene 
relevancia para entender la diseminación de genes de resistencia en este patógeno humano. 
Palabras clave: Klebsiella pneumoniae; Transferencia horizontal de genes; Resistencia a antibióticos, 
aminoglucósidos.
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Introduction
Antibiotics have undoubtedly improved health and life expectancy and have revolutionized 
modern medicine. These medications allow the control of previously untreatable bacterial 
infections and have increased the therapeutic success of high-risk medical interventions 
such as surgeries and chemotherapies. Despite their great success, we are currently facing 
a crisis due to the emergence of antibiotic-resistant microorganisms that represent a risk to 
global human health and, thus, require immediate measures to prevent therapeutic failure 
and ensure a continuous and effective treatment of bacterial infections.

The worldwide menace posed by resistant pathogens has led to the definition of 
strategies for the comprehensive management of antibiotic resistance (World Health 
Organization-WHO, 2016). One of the priorities is centered on the control of healthcare-
associated infections, particularly when multidrug-resistant (MDR) microorganisms are 
involved (Ventola, 2015). Some of the pathogens that are critical in hospitals include 
methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), Enterococcus species resistant to 
vancomycin, and Enterobacteria such as Klebsiella pneumoniae (Kpn), Pseudomonas 
aeruginosa, and Acinetobacter. Besides limiting therapeutic options, antimicrobial 
resistance also represents an economic burden to health systems in general as it increases 
the costs associated with treatment both at the global and local scales (Barrero, 2014; 
Cosgrove, 2006; Ortiz-Mayorga, 2019). In Colombia, the prevalence and dissemination 
of antimicrobial resistance in hospitals has also led to proposals aimed at controlling 
resistant pathogens using strategies that include early detection, surveillance, and the 
prudent use of antibiotics (Leal, 2016; Ministerio de Salud, 2018; Rada, 2019). 

Although we know today that antibiotic resistance is inevitable (Ventola, 2015), 
certain conditions can accelerate the selection of resistant microbes. The excessive and 
inappropriate use of antimicrobials for human health, agriculture, and industry (Carlet, 
2012) has increased the amount of these drugs in the environment where they can impose 
selective pressure on bacteria as they adapt to survive, generating conditions for the selection 
of resistance. The combination of resistance and virulence factors, cell determinants that 
allow a microbe to cause disease, can be particularly lethal, especially when dealing with 
MDR bacteria (Rodríguez-Rojas, 2013). Besides the inadequate use of antimicrobials, 
today we face a scarcity of promising new drugs and lead compounds in the development 
pipeline (Pendleton, 2013). The high costs of discovery, coupled with the low economic 
returns and strict regulatory requirements, have reduced interest in the development of 
novel antimicrobial compounds (Ventola, 2015). 

Microorganisms and their antibiotic resistance genes (ARG) are ubiquitous and 
diverse (Allen, 2010). Many studies on ARGs present in natural environments have been 
done using metagenomics in which analysis of genes and genomes replaces the culturing 
of microorganisms. This approximation can provide information on both the taxonomic 
profiles and the metabolic repertoire of the microbial communities studied. Based on 
these analyses, we know that ARGs are present in intact and relatively pristine ecosystems 
such as the ancestral permafrost (D’Costa, 2011), Alaskan soils and cave communities 
(Allen, 2009; Bhullar, 2012), as well as in the human microbiome and in more heavily 
contaminated sites such as lakes, rivers, and wastewater treatment plants (Marti, 2014; 
Posada-Perlaza, 2019; Rizzo, 2013). 

Antimicrobial resistance is gained either by mutations or by the acquisition of genes via 
horizontal gene transfer (HGT). Microorganisms have the genomic plasticity and capacity 
to access genetic material from other microbes and share genes, such as ARGs (Gaze, 
2013). The transfer of genetic information among bacteria is facilitated by mobile genetic 
elements like plasmids, transposons, and bacteriophages. In fact, the spread of plasmids 
bearing ARGs has been known to occur in hospital settings for many years (Landecker, 
2016). More recently, resistance has spread and affected the treatment of hospital-acquired 
infections, such as the Kpn carbapenemase (KPC) in the United States (Venkatachalam, 
2012) and the New Delhi metalo-β-lactamase-1 (NDM-1). These genes confer resistance 
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to β-lactam antibiotics and in the majority of cases have been identified in mobile genetic 
elements that also carry resistance to other antibiotics, such as aminoglycosides and 
fluoroquinolones (Pendleton, et al., 2013). Recent studies in Colombia have identified an 
increase in the distribution and dissemination of β-lactamases in Gram-negative bacteria 
(Rada, et al., 2019), the isolation of Kpn strains harboring the KPC carbapenemase 
(Hawser, 2009; Jones, 2013; Rojas, 2013), and the high risk associated with carbapenem-
resistant strains (Cienfuegos-Gallet, 2019). The spread of resistance associated with 
transposons in enterobacteria (Cuzon, 2013) and the outbreaks of Kpn strains carrying 
conjugative plasmids with NDM-1 that can be easily transferred between bacteria have 
also been reported (Escobar-Pérez, 2013).  

The Gram-negative bacterium Kpn can be found in the environment as well as in 
healthy individuals but is nonetheless an important cause of community and hospital-
acquired infections. This microorganism is part of the ESKAPE group of pathogens, 
which includes Enterococcus faecium, S. aureus, Acinetobacter baumannii, P. aeruginosa, 
and Enterobacter spp., known for their ability to escape the effects of commonly used 
antibiotics (Pendleton, et al., 2013). It is estimated that Kpn is the cause of a significant 
amount of hospital-acquired infections in the Western world that can result in hepatic 
abscesses, septicemia, and respiratory and urinary infections, among others (Shon, 2013). 
This opportunistic pathogen affects mainly adults, neonates, and immunocompromised 
patients. However, the emergence of the hypervirulent hvKP strain, capable of infecting 
healthy individuals and readily acquiring and spreading resistance, has highlighted the 
risk posed by this pathogen (Lee, 2017). In Colombia, Kpn is one of the microorganisms 
most frequently isolated from hospitalized adults in intensive care units, as well as in 
pediatric and neonatal units, with reported increases in the resistance to antibiotics such as 
carbapenems (Leal, 2016). It was also the most isolated pathogen in healthcare-associated 
infections between 2012 and 2016 (Instituto Nacional de Salud, 2016). 

The global threat posed by antibiotic resistance requires a greater understanding of the 
conditions that can promote the spread of its determinants via HGT. Recent studies have 
shown that antibiotics at low concentrations can promote resistance and, in some cases, 
foster HGT, particularly by conjugation. Concentrations below the minimal inhibitory 
concentration (MIC) of disinfection agents, such as triclosan, chlorhexidine, chlorine, and 
hydrogen peroxide, have been shown to affect plasmid conjugation (Jutkina, 2018; Zhang, 
2017). Sub-MIC or sub-lethal antibiotic concentrations of β-lactams and tetracycline were 
shown to increase the transfer of resistance in S. aureus (Barr, 1986). More recently, sub-
lethal concentrations of the antibiotics cefotaxime, ciprofloxacin, and ampicillin were 
reported to increase the transfer of plasmids bearing resistance genes in Escherichia coli 
(Liu, 2019). Several antibiotics tested at sub-MIC concentrations also induced plasmid 
conjugation using diverse bacteria as donors and E. coli as the recipient (Jutkina, 2018; 
Jutkina, 2016). These studies indicate that sub-lethal concentrations of antimicrobials can 
increase the conjugation transfer frequency of plasmids bearing resistant genes. Here we 
study the impact of antimicrobials on HGT using the opportunistic pathogen Kpn as a 
model to address the hypothesis that exposure to sub-lethal antibiotic concentrations can 
affect both conjugation and transformation. Diverse types of antibiotics were therefore 
evaluated for their capacity to affect the acquisition of resistance in bacteria by the transfer 
of plasmids and by uptake of extracellular DNA, respectively. The results indicate that 
sub-lethal concentrations of some aminoglycoside antibiotics can increase HGT in this 
opportunistic pathogen.  

Methods
Bacterial strains, plasmids, and growth conditions
Bacteria and plasmids used are listed in table 1. All strains were stored at -80˚C in 
Luria Bertani (LB, oxoid) broth supplemented with 20% glycerol. When necessary, 
antibiotics (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) were added: Ampicillin (Amp, 200µg ml-1), 
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imipenem (Imp, 2µg ml-1), spectinomycin (Spc, 50 µg ml-1), gentamicin (Gen, 20 µg ml-1),                                                                                                                                          
and chloramphenicol (Cam, 20 µg ml-1). Sub-lethal concentrations used were: Amp 
(2µg ml-1), Amk (0.5 µg ml-1), Gen (0.20 µg ml-1), Kan (0.5 µg ml-1), Spc (0.5 µg ml-1), 
ciprofloxacin (Cip, 0.05 µg ml-1), Imp (0.25 µg ml-1), and trimethoprim-sulfamethoxazole 
(TS, 0.004/0,076 µg ml-1). Their growth was monitored by measuring optical density at 
595 nm (OD595) and colony-forming units (CFU) were determined by the microdilution 
technique (Pfeltz 2001). Unless stipulated, strains were grown at 37° C, 180 rpm, in LB 
or cation-adjusted Mueller-Hinton (MH, Oxoid) broth. Modified LB (7.5 g yeast extract, 
15 g tryptone, and 7.5g NaCl in 1 liter dH2O) was used for transformation assays and 
transformants were selected on LB supplemented with 5% agar and 200µg ml-1  Amp 
(Zhang, 2012).  

Determination of the minimum inhibitory concentration (MIC)
The MIC was determined using 96 well plates (Corning  Costar 3595), as reported 
(Andrews, 2002). Briefly, bacterial cultures grown overnight (o/n) for 16 h were diluted 
1/30 and grown for 50 min (37°C at 180 rpm). This culture was then diluted 1/100 in 
fresh medium to obtain a concentration of approximately 106 CFU/ml; 75 µl of each 
inoculum were used for assays in the 96 well plates containing 75 µl of varying antibiotic 
concentrations in cation-adjusted MH broth. The ranges and concentrations of antibiotics 
were established following previously defined criteria (Clinical & Laboratory Standards 
Institute - CLSI, 2015). Plates were incubated at 37° C for 16 h without agitation; all 
assays were done in duplicate. The MIC was defined as the lowest antibiotic concentration 
at which bacterial growth was inhibited. 

Transformation on agar 
For natural transformation assays, we followed the previously used protocol (Zhang, 
et al., 2012) with some modifications. All experiments were done at 30⁰C; 200 µl of an 
o/n culture of Kpn CH404 (sensitive to Amp) were inoculated into 20 ml modified LB 
keeping, the medium to flask volume ratio of 1/5 for aeration, and static incubation was 
carried out for 24 h; 500 µl were centrifuged, 450 µl of the supernatant were removed, 
and 50 ng of plasmid DNA (Table 1) were added to the cell suspension. This mix was 
spread immediately onto LB agar with Amp (200 µg ml-1). When using the antibiotics 
Cam and Gen, the mix was spread for 3 h on LB before selection with the antibiotic. The 
frequency of transformation was calculated by dividing the number of transformants by the 
total number of viable cells determined using the microdilution method (Pfeltz, 2001). To 

Table 1. Bacterial strains and plasmids 

Strains and plasmids Main features Reference

Strains

Kpn CH404 LM21 SHV-1: aadA7-gfpmut3; SpcR (Balestrino, et al., 2008)
Kpn 16Kp1 Clinical isolate with blaNDM-1 encoding plasmid (Escobar-Pérez, et al., 2013)
Kpn ATCC700603 Conjugation control (Rasheed, et al., 2000)
E. coli J53 Azr (F- met pro) (Jacoby, et al., 1996)

Plasmids 

pUC19 ORI pMB1 derivative; AmpR (Yanisch-Perron, et al., 1985)
pBAD18-yfiN ORI pMB1; CamR (Huertas, et al., 2014)
pMP2444 ORI pBBR1; egfp under control of the tac promoter; GenR (Bloemberg, et al., 2000)
pNDM-1 WT plasmid, 177Kb, IncA/C ORI; (blaNDM-1 and blaCARB-2); Resistant to 

β-lactams, aminoglycosides, sulphonamides, macrolides, lincosamide, 
streptogramin B, Cam 

(Escobar Pérez, et al., 2013)
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analyze the effect of antibiotics on exogenous DNA uptake, Kpn CH404 was grown in the 
presence of sub-lethal concentrations of the antibiotics Amk, Amp, Imp, Gen, Kan, Spc, 
Cip, and TS for 6 h at 37° C before precipitating cells by centrifugation and mixing with 
the DNA.

Conjugation assays
Bacterial conjugation was done on MH agar as reported previously (Suescún, 2006). The 
cultures of donor and recipient cells were grown o/n and adjusted to an OD595 of 0.8 and 
180 µl and 20 µl of the recipient and donor strains, respectively, were mixed in a 0.2 ml 
tube; 40 µl of this mix were placed on solid MH with no antibiotic, incubated for 4 h at 
37° C, after which cells were recovered and resuspended in 200 µl MH. Serial dilutions 
were done to determine CFUs using the microdilution technique and plating on solid MH 
supplemented with sodium azide (150 µg ml-1) and the appropriate antibiotic for selection. 
E. coli J53 transconjugants were confirmed by purifying the plasmid and by antibiotic 
resistance profiles. When using E. coli J53 as the donor, Kpn CH404 transconjugants 
were identified based on morphological characteristics by plating on eosin methylene blue 
(EMB) agar supplemented with Amp (200 µg ml-1) and Spc (50 µg ml-1) (Holt-Harris, 
1916). The antibiotic susceptibility of the recipient and the donor strains were always 
evaluated to avoid the appearance of false positive colonies. The conjugation frequency 
was calculated by dividing the total number of transconjugants by the total number of 
donors. All assays were done in triplicate. 

Conjugation in biofilms was done by co-incubating donor and recipient cells to 
form mixed biofilms on lid pegs of a Calgary device (Thermo Scientific Nunc 445497) 
(Harrison, 2010). Briefly, o/n cultures were adjusted to 0.5 of the MacFarland standard, 
then mixed at a 1/10 ratio (donor/ recipient), and 1.5 µl were used to inoculate wells of 
a Calgary device containing 150 µl MH broth alone or with sub-lethal concentrations 
of the antibiotics Amp, Amk, Cip, Imp, and TS. After 24 h of incubation at 37° C, the 
biofilms formed on the lids were washed three times by submerging the pegs in sterile 
PBS and biofilm cells were removed by a combination of sonication (50Hz) for 3 minutes 
and vortex for 10 minutes. The resulting suspensions were diluted and plated on selective 
medium to determine CFUs. 

Biofilm quantification
After removing planktonic cells, biofilms formed on lid pegs were washed with PBS, dried 
at room temperature for 40 minutes, and stained using 0.1% crystal violet (CV) for 20 
minutes. Excess stain was removed with distilled water, 250 µl of 10% SDS were added 
per well and absorbance was measured at 595 nm. All assays were done in triplicate. 

Molecular methods 
The acquisition of the pUC19 plasmid by Kpn CH404 was confirmed by PCR amplification 
of the multiple cloning site of approximately 123 bp using universal M13 primers. Plasmid 
DNA was obtained using the QIAprep Spin miniprep kit (QIAGEN). Plasmids from clinical 
isolates were obtained following reported methods (Kado, 1981). Restriction enzyme 
digestion was carried out using XbaI and the products were analyzed by electrophoresis on 
1% agarose gels. Chromosomal DNA was obtained using the kit DNA 2000 (Corpogen).

RNA seq and data analysis
An o/n Kpn CH404 was diluted 1/100 in duplicate into 6 ml MH medium with no antibiotic 
(control) or supplemented with 0.5 ug ml-1 Amk. After 6 h of growth, cultures were 
centrifuged at 4°C for 10 minutes at 3500 rpm and cells were resuspended in 1 ml TRIzol 

™ (Invitrogen™) pre-heated at 65°C. Samples were centrifuged for two minutes at 4°C at 
13,000 rpm and the supernatant was mixed by inversion with 1 ml 100% ethanol. The total 
RNA was recovered using the Direct-zol (Zymo research) kit  following the manufacturer’s 
specifications. Only RNA with a RIN >8 was used for sequencing at Macrogen (Soul, 
Korea) in an illumina Hi-seq 2000 with 100 nucleotide paired-end reads. Quality control 
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was done with FastQC (v.0.11.2) (http://www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk/projects/fastqc/), 
Illumina adapters were trimmed (Trimmomatic, v.0.36) (Bolger, 2014) and rRNA was 
removed using SortmeRNA (v.2.1) (Kopylova, 2012) and the Silva16S, 23S and 5S rRNA 
gene databases (https://www.arb-silva.de) (Pruesse, 2007). The data were analyzed using 
Rockhopper (McClure, 2013), which calculates differences in expression by determining 
a p-value (Anders, 2010) and then calculating q values according to the Benjamini–
Hochberg correction (Benjamini, 1995) with a false discovery rate (FDR) <1%. This 
analysis was done on the PATRIC platform (www.patricbrc.org) using as reference the 
K. pneumoniae subsp. pneumoniae HS11286 genome. Genes with significant differences 
were considered to be those with a log2 fold-change in expression >2 and a q value <0.001. 

Statistical analyses 
All experiments were done in triplicate (except for MIC determinations) and the mean ± 
standard deviation (SD) is shown; a t-Student test for independent samples was used to 
compare the effect of treatments on HGT. The non-parametric Mann Whitney test was 
used for non-normal data; significant differences were expressed as p< 0.05. The statistical 
analyses were done using the software IBM-SPSS version 22. 

Results and discussion 
Kpn can take up exogenous DNA
Kpn has genes that are orthologous to those present in naturally-competent bacteria, such 
as H. influenzae (Blokesch, 2016; Palchevskiy, 2006), yet it is not capable of naturally 
taking up genetic material from its surroundings. A recent study reported that E. coli, which 
is phylogenetically close to Kpn and is likewise not considered to be naturally competent, 
was capable of taking up exogenous DNA under certain laboratory conditions (Zhang, 
et al., 2012). Therefore, we used this system of transformation on agar to evaluate the 
capacity of Kpn to acquire exogenous DNA. The laboratory strain Kpn CH404, which 
is sensitive to Amp, was mixed with the pUC19 plasmid as a source of free DNA and 
plated on solid medium with antibiotic. As shown in table 2, transformants were obtained, 
although the frequency was low (approximately 10-10) in comparison to what has been 
reported previously for E. coli (approximately 10-7) (Zhang, 2012). The transformation 
efficiency of 104 / µg DNA was also low compared to competent cells prepared in the 
laboratory to optimize this process (about 106 – 108 transformants/ug of plasmid DNA). 
To verify the transformation results, plasmid DNA was isolated from AmpR transformed 
cells and analyzed by restriction enzyme digestion, which revealed a pattern identical to 
the original pUC19 plasmid (Figure 1). The presence of the plasmid was also verified 
by amplification of the multiple cloning site in pUC19 using M13 universal primers. No 
transformants were obtained when the mix (cells + DNA) was treated with DNase I 
before plating on selective medium nor when the mix was plated on medium containing 
DNase I, indicating that intact exogenous DNA was required. These results showed that 
under certain conditions, Kpn is capable of acquiring exogenous DNA. 

To determine if this transformation was limited to this one plasmid, we also evaluated 
plasmids pBAD18-yifN and pMP2444, that differ in size, origin of replication and the 
resistance markers Cam and Gen, respectively. In this case, cells were plated on medium 
lacking antibiotic before using selective medium since these antibiotics inhibit protein 
synthesis, which has been reported to be required for transport and uptake of exogenous 
DNA (Sun, 2006). Again, Kpn cells were capable of acquiring both plasmids, although 
the frequencies were very low (Table 2). We then evaluated if Kpn might take up DNA 
liberated from lysed cells, which could more closely resemble conditions encountered by 
this microorganism. When cells bearing pUC19 plasmid were lysed by boiling (95°C for 
10 minutes), transformants were obtained at a similar frequency as when using purified 
plasmid (Table 2). In contrast to these transformation assays on agar, no DNA uptake was 
observed using other non-conjugative plasmids, pKOBEG199, pMP2444, and pBAD-18, 
and assays previously reported to result in direct transfer via cell contact (Maeda, 2006)  

https://www.arb-silva.de
http://www.patricbrc.org
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Figure 1. Confirmation of plasmid transfer. Transformation was confirmed by (a) XbaI digestion of plasmid pUC19 (lane 1) and plasmids 
obtained from transformed cells (lanes 2 and 3), and (b) PCR amplification of the multiple cloning site in pUC19 using universal M13 
primers from the plasmid control (lane 5) and transformants (lanes 6-9); C-: negative control. Conjugation was confirmed by (c) pNDM-1 
plasmid DNA extraction from Kpn donor strain 16Kp1 (lane 10) and from transconjugants (lanes 11-13). M: DNA Molecular weight markers 

Table 2. Natural transformation in K. pneumoniae (Kpn)

Condition 
(incubation time)

Plasmid  Size (Kb) Resistance Origin of 
replication

Transformation 
frequency 

Control (24h) pUC19 2.7 Amp pBR322 (4.7±0.4) x10-10

Control (6h) pUC19 2.7 Amp pBR322 (1.3±0.2) x10-8

Control (6h) pBAD18-yfiN 5.8 Cam pBR322 (4.7±0.5) x10-10

Control (6h) pMP2444 5.6 Gen pBBR1MCS-5 (2.9±0.2) x10-10

Free DNA (lysed, 6h) pUC19 2.7 Amp pBR322  (8.3±1.3) x10-8

Sub-lethal Antibiotics 

*Amk (6h) pUC19 2.7 Amp pBR322 (1.2±0.9) x10-7

*Gen (6h) pUC19 2.7 Amp pBR322 (2.2±0.5) x10-7

*Kan (6h) pUC19 2.7 Amp pBR322 (3.9±0.3) x10-7

Spc (6h) pUC19 2.7 Amp pBR322 (3.3±0.6) x10-8

Amp (6h) pUC19 2.7 Amp pBR322 0

Cip (6h) pUC19 2.7 Amp pBR322 (2.0±0.8) x10-8

Imp (6h) pUC19 2.7 Amp pBR322 0

TS (6h) pUC19 2.7 Amp pBR322 (1.7±1.0) x10-10

Kpn CH404 cells were grown in modified LB for 24 h or 6 h with or without sub-lethal concentrations of antibiotics: amikacin (Amk) 0.5µg ml-1; gentamicin 
(Gen) 0.20 µg ml-1; kanamycin (Kan) 0.5 µg ml-1; spectinomycin (Spc) 0.5µg ml-1; ampicillin (Amp) 2µg ml-1; ciprofloxacin (Cip) 0.05µg ml-1; ), 
imipenem (Imp) 0.25 µg ml-1; trimethoprim-sulfamethoxazole (TS) 0.004/0.076µg ml-1. Transformed cells were confirmed by evaluating antibiotic-resistant 
profiles, isolation of plasmids, and analysis of electrophoretic mobility on agarose gels and, in some cases, by performing PCR amplification of plasmid 
sequences. The frequency of transformation was obtained by dividing the number of transformants by the total number of viable cells. The results represent 
the mean of three biological replicates; asterisks indicate treatments with significant differences vs the untreated control. * p<0.05

(Table 2). The use of PCR-amplified linear DNA also failed to give rise to transformed 
cells, even though in this case recovery of cells bearing the AmpR resistant marker would 
also have required homologous recombination. The data presented indicate that Kpn can, 
under very defined laboratory conditions and at very low frequencies, take up exogenous 
plasmid DNA as has been previously reported for E. coli (Sun, et al., 2006). This uptake 
may be mediated by competence gene homologs which could allow Kpn cells to acquire 
novel genes and/or utilize DNA as a source of energy as previously suggested (Blokesch, 
2016; Finkel, 2001).
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Conjugation increases in biofilms
Given the importance of ARG transfer by conjugation, we next evaluated conjugation using 
the clinical isolate 16Kpn1 that carries the transferable plasmid pNDM-1. This plasmid 
contains the blaNDM-1 gene that codes for a globally disseminated carbapenemase that confers 
resistance to carbapenems (Kumarasamy, 2010). Strain 16Kpn1 was isolated from a blood 
infection at a hospital in Bogotá, Colombia, during the first report of a blaNDM-1 outbreak in 
the country in 2011 (Escobar-Pérez, 2013). Using conjugation on agar (Suescún, et al., 
2006), plasmid pNDM-1 was transferred from 16Kpn1 (pNDM-1) to the recipient strain E. 
coli J53 (AziR) with a conjugation efficiency of approximately 10-4 (Figure 2). The E. coli 
transconjugants acquired the resistances present on plasmid pNMD-1 (Amk, Gen, Amp, 
and Imp) (Escobar-Pérez, et al., 2013) and plasmid preparations indicated the transfer of 
only one of the two plasmids present in the donor strain (Figure 1). Experiments produced 
the same results when repeated multiple times. Control reactions lacking donor strains did 
not give rise to resistant colonies indicating that the observed results were due to transfer 
of the pNMD-1 by the donor 16Kpn1 and not to contamination. This plasmid was also 
transferred to strain Kpn CH404 and from this donor strain (Kpn CH404 pNDM-1, AmpR) 
to E. coli. Finally, the E. coli transconjugant bearing the plasmid (J53 pNDM-1) was also 
capable of transferring the plasmid to strain Kpn CH404 (sensitive to Amp) indicating 
that the plasmid has the capacity to be transferred from other bacteria besides Kpn. These 
results showed that pNMD-1 carrying multiple resistance markers can be transferred via 
conjugation between Kpn and E. coli and is, therefore, an excellent model for evaluating 
the effect of antibiotics on conjugation. 

Conjugation was next analyzed in biofilms, multicellular structures and ubiquitous 
forms of bacterial growth in which high rates of plasmid transfer have been observed 
(Mielich-Süss, 2015). Both the donor and the recipient strains grown separately formed 
biofilms on the Calgary device, although E. coli J53 formed less biofilm (OD 0.07± 0.02) 
than Kpn 16Kpn1 (OD 0.51 ±0.06). Co-cultures with both strains resulted in biofilms with 

Figure 2. Frequency of conjugation by pNDM-1. Conjugations with different donor-receptor 
combinations of Kpn (16Kp1 and CH404) and E. coli (E. coli J53) were done for 4 h using 
planktonic cells or biofilms. The frequency of conjugation was determined by dividing the number 
of transconjugants by the total number of receptors. The values shown are the mean ± SD of three 
independent experiments; asterisks indicate treatments with significant differences vs. the untreated 
control (**p<0.05 and *** p<0.001).  
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an intermediate phenotype (OD 0.24 ± 0.04). Kpn was capable of donating and receiving 
plasmid pNDM-1 by conjugation in these biofilms with a frequency often greater than in 
planktonic cells, as shown before (Hoffman, 2005) (Figure 2). 

Some antibiotics increase HGT
To analyze the effect of antibiotics on gene transfer, we used five antibiotics with different 
modes of action: Amp and Imp target the bacterial cell wall, Amk inhibits protein 
synthesis, Cip inhibits the synthesis of DNA, and TS inhibits folic acid metabolism. The 
concentrations at which these antibiotics inhibit growth (MICs) were first determined 
(Table 3) and cell growth was verified to be unaffected in the presence of three different 
sub-lethal (sub-MIC) antibiotic concentrations tested. Concentrations below the MIC that 
gave consistent results and did alter growth were selected for assays. The effect of sub-
lethal concentrations of antibiotics on plasmid acquisition by transformation indicated that 
only the aminoglycoside Amk added 30 minutes before the assay significantly increased 
the frequency of transformation compared with the control without antibiotic (Table 2). 
Additional aminoglycosides were therefore tested (Gen, Kan), as well as Spc, which 
is closely related. Of these treatments only Gen significantly induced transformation 
compared with the control, whereas Kan and Spc resulted in only a slight increase in uptake 
of exogenous DNA (Table 2). Together, these results suggest that sub-lethal concentrations 
of some aminoglycosides can induce uptake of extracellular DNA by Kpn. The fact that 
only some of the aminoglycosides affected transformation despite having the same mode 
of action could be due to differences in molecular structure that in turn elicit dissimilar 
cellular responses and result in diverse responses to the stress imposed by the presence of 
the antibiotic (Dalhoff, 2018). These changes can, for example, affect the expression or 
polarity of cell determinants involved in the capacity to interact with the environment or in 
the acquisition of exogenous DNA.

We next evaluated the effect of antibiotics on conjugation using biofilms formed on a 
Calgary device (see Methods). To measure the effect on conjugation, 16Kpn1 and E. coli 
J53 cells were grown in the presence of sub-lethal antibiotic concentrations for 24 h to form 
mixed biofilms. The antibiotic concentrations used did not affect the growth of either the 
donor or recipient (not shown). Biofilm formation increased almost five times when cells 
were grown in the presence of Amk (1.32 ± 0.27) and more than two times with Imp (0.81 
± 0.20) compared with the control with no antibiotics (0.28 ± 0.05) (Figure 3a). In the 
majority of cases, the biofilm was similar for the receptor and donor strains with a notable 
increase in the amount of adhered donor cells compared with recipient cells in the presence 
of Amk (black bars, Figure 3b). These results demonstrated that incubation in sub-lethal 
concentrations of some antibiotics induced biofilm formation in Kpn as has been shown 
previously for other microbes (Hoffman, et al., 2005). We then determined the number of 
transconjugants obtained (E. coli recepient of the pNDM-1 plasmid) for each treatment 
by recovering biofilms and determining CFUs on MH agar medium supplemented with 
sodium azide and Amp. The frequency of conjugation increased in all treatments but Amk 

Table 3. Minimum inhibitory concentrations

Antibiotic Kpn 16Kp1 Kpn CH404 E. coli J53

Amp >400 6.25 12.5
Amk 32 2 8
Cip 0.016 0.0625 0.003
Imp 32 0.8 0.2
TS 1/19 0.025/0.48 0.013/24

Data correspond to the lowest concentration (µg/ml) in which growth was inhibited. Both Kpn C0H404 and E. 
coli J53 strains represent MICs of control plasmid-free strains. 
Amp: Ampicillin; Amk: Amikacin; Cip: Ciprofloxacin; Imp: Imipenem; TS: Trimethoprim-sulfamethoxazole
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was the only one that showed a significant difference with respect to the control and to the 
other antibiotics used (Figure 3a). It was interesting to observe that although incubation 
with Imp increased biofilm formation, there was no significant increase in conjugation, 
suggesting that forming a more robust biofilm is not necessarily correlated with an increase 
in DNA transfer via conjugation. This result also indicates that an increased donor:recipient 
ratio as observed mainly for Amk and Imp (Figure 3b), was not the sole factor affecting 
conjugation frequency (Figure 3a). It is possible that despite having more cell density and 
proximity, cells in biofilms do not necessarily have the conditions adequate for expressing 
the determinants required for efficient conjugation. 

These observations were verified by carrying out conjugation on solid media (Figure 
3c). In this case, media were supplemented with aminoglycoside antibiotics at sub-lethal 
concentrations and the donor-recipient mixes were incubated for the same amount of 
time utilized for biofilm assays on Calgary devices (24 h). Once again, incubation with 
Amk increased the number of transconjugants approximately ten times. The frequency of 
conjugation also increased when other aminoglycoside antibiotics were used, with Kan 
being the one that increased the most (1.4 X 10-1) compared with the control (7.7 X 10-4) 
(Figure 3c). Cell growth was not affected by these sub-lethal antibiotic concentrations 
(not shown). Together, these results suggest that some aminoglycosides can increase the 
transfer of the pNDM-1 plasmid by conjugation, which is the principal mode of transfer for 
antibiotic resistance markers in Kpn (Skippington, 2011). 

We conducted RNA seq assays to understand the possible mechanism involved in 
the observed HGT increase caused by sub-lethal concentrations of Amk. Total RNA was 
isolated from duplicate cultures of controls free of antibiotics and cultures incubated in 
sub-lethal Amk concentrations (0.5µg ml-1) for 6 hours. The differential expression analysis 
carried out using the program Rockhopper (McClure, et al., 2013) on the PATRIC platform 
identified 367 differentially expressed genes (DEGs) with a significant log2 fold-change 
(FC) ≥ 2 and a q value < 0.001. Of these genes only one, the KPHS_40620, which codes 
for an aldehyde dehydrogenase, was overexpressed under the control condition (log2FC 
= 5.4). The remaining genes (366) had more expression under incubation with Amk 
(Supplementary table 1, https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/985/2689). 
The majority of the DEGs correspond to functions involved in cellular metabolism (115), 
followed by transport (65) and regulation (54) (Table 4). Several genes (23) were identified 
as surface components or proteins involved in secretion. Among the highest DEGs involved 

Figure 3. Factors affecting conjugation of the pNDM-1 plasmid. (a) Mixed biofilms of donor (16Kpn1) and recipient (E. coli J53) cells 
formed on lid pegs of a Calgary device in the presence of sub-lethal concentrations of: Amk 0.5 µg ml-1; Amp 2 µg ml-1; Imp 0.25 µg ml-1; 
TS 0.004/0.076 µg ml-1; Cip 0.05 µg ml-1. The bars show biofilm quantification by CV staining and the dotted line indicates the frequency 
of conjugation for each treatment (number of transconjugants/total number of receptor cells). (b) Quantification of donor (black bars) and 
recipient (white bars) cells adhered to lid pegs of a Calgary device. (c) Conjugation on agar in the presence of sub-lethal concentrations of 
aminoglycosides: Amk 0.5µg ml-1; Gen 0.20 µg ml-1; Kan 0.5 µg ml-1; Spc 0.5µg ml-1. The total number of transconjugants is shown 
(black bars) per recipient cells (white bars) after 24 h of conjugation (Y-axis, left). Gray bars indicate frequency of conjugation (Y-axis, 
right). The data represent the mean of three replicas; asterisks indicate treatments with significant differences by CV staining and frequency 
of conjugation compared to the control (*p<0.05).  

https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/985/2689
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in cell metabolism were KPHS_40620 (log2FC = 5.43) and KPHS_41710 (log2FC = 5.25), 
an aldehyde dehydrogenase and a decarboxylase induced in the control and with Amk, 
respectively (Supplementary table 1, https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/
view/985/2689). The large number of overexpressed genes under Amk incubation that 
code for cell surface components and proteins involved in transport suggests an effect on 
cell components involved in sensing or interacting with the environment and/or exchange 
across the cell membrane. Some of these genes were KPHS_29860 (Type 6 secretion), 
KPHS_21110 and KPHS_32910 (ABC transporters), rbsB, and oppA, both of which code 
for surface proteins that have been implicated in conjugation in E. coli (Zhang, et al., 
2012). Among the genes identified, KPHS_49140 and KPHS_49350 code for proteins 
involved in DNA uptake via the type 4 pilus (PilQ) and competence (YhgH), respectively 
(Blokesch, 2016; Palchevskiy, et al., 2006). We also observed the expression of genes 
involved in functions that affect cell viability and survival, like KPHS_44010 (secreted 
protein, sensitivity to copper) and KPHS_03620 (PGA synthesis, biofilms). These results 
are consistent with previous reports describing changes in the outer membrane of Gram-
negative bacteria when they interact with aminoglycosides such as Amk (Dalhoff, 2018). 
It is believed that these antibiotics alter and permeabilize the bacterial membrane and 
affect cell viability through electrostatic interactions. In this particular case, the changes 
at the membrane level could increase the capacity to acquire exogenous DNA. Finally, the 
induction of various genes involved in regulation indicates that the interaction with Amk 
also triggers complex signaling cascades within the cell and the regulation of diverse gene 
products. Some of the regulators that were abundantly expressed included KPHS_29970 
(sugar metabolism), KPHS_5285 (YidZ, LysR family), KPHS_50100 (response to metals, 
NikR) and KPHS_21540 (MarR family involved in resistance) (Supplementary table 1, 
https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/985/2689). However, no induc-
tion was seen of capsule genes or of the RpoS sigma factor gene, contrary to previous 
studies (Baharoglu, 2013; Lin, 2005). This transcriptional regulator has been implicated 
in competence in E. coli (Zhang, et al., 2012). The observed differences could be due 
to variations in experimental procedures such as culture incubation conditions, antibiotic 
concentrations, and exposure time. Finally, it is worth noting that many of the identified 
genes correspond to hypothetical proteins or proteins of unknown function, which can 
be expected as the function of a great number of genes identified in sequenced bacterial 
genomes has not been established. 

The exposure of cells to sub-lethal antibiotics has been reported previously to alter 
gene expression in diverse microorganisms (Andersson, 2014). Consistent with our 
results, a recent report indicated that sub-lethal concentrations of carbapenems also 

Table 4. Summary of differentially expressed genes

Function Number Percentage (%)

Hypothetical/Unknown 86 23
Metabolism 115 31
Transport 65 18
Regulation 54 15
Surface/Secreted 23 6
Recombination/Repair 8 2
Mobile elements 4 1
Toxin/Antitoxin 3 1
Stress 2 1
Others 7 2
Total 367

https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/985/2689
https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/985/2689
https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/985/2689
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affected the expression of genes involved in metabolism, signal transduction, and cell 
wall processes in Kpn grown as biofilms (Van Laar, 2015). Protein synthesis inhibitors at 
sub-lethal doses have been shown to result in varied transcription profiles, depending on 
the antibiotic tested (Lin, et al., 2005). In our case, sub-lethal amikacin (Amk) resulted 
mostly in the induction of genes. These genes correspond to diverse functions and are 
not necessarily in operons or known regulons suggesting that the effect is not just due to 
the inactivation of regulators of gene expression. The high number of DEGs identified as 
being involved in cell envelope and extracellular functions, as well as genes involved in 
recombination and repair, correlate with previous studies on genes expressed due to sub-
lethal antibiotic concentrations (Shun-Mei, 2018; Van Laar, et al., 2015) and suggests 
that some of these might be good candidates for additional analysis. RNA seq has the 
advantage of providing a transcriptional profile that does not rely on previous sequence 
information, yet the complexity of the analyses and the large number of genes involved in 
any given cellular response also limit the interpretations. Thus, understanding the precise 
role of the genes identified and their probable involvement in HGT requires further 
experimental validation. 

Our study showed that exposure to sub-lethal antibiotic concentrations affects HGT by 
transformation and conjugation of mobile genetic elements, some of which can carry multiple 
resistance genes. Thus far, very little is known regarding signals like temperature, oxygen, 
nutrients, pH, and osmolarity capable of inducing conjugation (Frost, 2010), especially 
in clinical isolates. Here, sub-lethal aminoglycoside concentrations could enhance HGT, 
apparently by inducing cellular changes involved in shaping the cell envelope, metabolism, 
interaction with the environment, and regulation. Although additional work on particular 
gene products would be required to confirm these observations, the identification of factors 
that affect HGT in bacteria such as Kpn provides critical information regarding the effect 
of sub-lethal antibiotics concentrations on gene transfer that may affect the spread of 
resistance in hospital settings. 

Conclusions
Sub-lethal concentrations of antibiotics present in diverse environments can favor the 
appearance of resistance to these drugs and the spread of ARGs by HGT (Andersson, et 
al., 2014). This study indicates that some aminoglycosides, in particular Amk, can affect 
transformation and conjugation in the opportunistic pathogen Kpn, a significant cause 
of hospital-acquired infections. RNA seq assays suggest that sub-lethal concentrations 
of Amk alter gene expression and components of the cell envelope, processes that could 
modify the cell’s capacity to acquire genetic material via HGT. Additional confirmatory 
experiments would be required to fully understand the molecular mechanisms involved 
and the extent of the effect of these antibiotics on HGT. Understanding the conditions 
that influence the acquisition and spread of mobile genetic elements and resistance to 
antibiotics can raise awareness regarding the potential effects of antibiotics on the spread 
and persistence of resistance determinants and bacterial pathogens such as Kpn that pose a 
risk to human health. 

Supplementary Information
Table 1. Differentially expressed Kpn genes under incubation with sub-lethal concentra-
tions of amikacin. See the table 1 in Supplementary table 1, https://www.raccefyn.co/index.
php/raccefyn/article/view/985/2689
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Resumen
En este trabajo se demuestra que la generalización de la acción de Proca podría dar cuenta de los 
períodos conocidos de expansión acelerada del universo. Los campos vectoriales asociados a esta 
acción, denominados Galileones vectoriales, con simetría SU(2) y en disposición de tríada cósmica, 
permiten caracterizar un universo isótropo y homogéneo, satisfaciendo a su vez una condición 
necesaria para la ausencia de la inestabilidad de Ostrogradski. Por otra parte, la mencionada 
generalización posibilita la definición de dos fluidos artificiales: el fluido de Yang-Mills el cual 
corresponde a un término cinético con densidad de energía positiva, y el fluido de los Galileones 
vectoriales con densidad de energía negativa, ofreciendo un nuevo escenario para la descripción de la 
expansión acelerada del universo. En este trabajo se estudian las consecuencias cosmológicas de una 
de las piezas de la acción generalizada de Proca construida a partir del tensor , la cual es la versión 
simétrica del tensor de esfuerzos del campo de gauge . La inflación primordial se identifica con 
un par de puntos de silla del sistema dinámico obtenido para el modelo; lastimosamente la duración 
de este período es altamente sensible a las condiciones iniciales. Por otra parte, la era de expansión 
acelerada tardía se podría reproducir de manera satisfactoria gracias a un interesante comportamiento 
de autoajuste fino de las variables del sistema dinámico.
Palabras clave: Inflación; Energía Oscura; Galileones Vectoriales.

Abstract
We show in this work that the generalization of the Proca action could give account of the known 
periods of accelerated expansion of the universe. The vector fields associated with this action, called 
vector Galileons, with a SU(2) symmetry and in a cosmic triad configuration, allow us to characterize 
an isotropic and homogeneous universe, satisfying in turn a necessary condition for the absence of 
the Ostrogradski instability. On the other hand, the aforementioned generalization allows us to define 
two artificial fluids: the Yang-Mills fluid which corresponds to a kinetic term with positive energy 
density, and the vector Galileon fluid with negative energy density, offering a new scenario for the 
description of the accelerated expansion of the universe. In this work we study the cosmological 
consequences of one of the pieces of the generalized Proca action built from the  tensor, which 
is the symmetric version of the gauge field strength tensor .The primordial inflation is identified 
with a couple of saddle points of the obtained dynamical system for this model; unfortunately 
the length of this period is highly sensitive to the initial conditions. On the other hand, the late 
accelerated expansion epoch could be successfully reproduced thanks to an interesting self-fine-
tuning mechanism of the dynamical system variables.
Keywords: Inflation; Dark Energy; Vector Galileons.
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Introducción
Los períodos inflacionarios representan eventos notables en la historia del universo 
por lo que merecen un estudio de su comportamiento a partir de los diferentes modelos 
cosmológicos disponibles. Esto incluye estudiar la generalización a la acción de Proca. Tal 
generalización requiere garantizar la ausencia de inestabilidades que impliquen un modelo 
no realista. Una de las inestabilidades más importantes a evitar es la inestabilidad de 
Ostrogradski (Ostrogradsky, 1850), la cual implica que el sistema no posee un estado base 
permitiendo así que la energía tienda a -∞, lo cual es físicamente imposible (Woodard, 
2007, 2015). Una condición necesaria mas no suficiente para que este tipo de patologías 
no se presente en la teoría es asegurar que las ecuaciones de campo no posean derivadas de 
tercer o mayor orden (Woodard, 2007, 2015); es aquí en donde los campos denominados 
Galileones juegan un papel importante, pues toda acción compuesta por Galileones 
generalizados conlleva a ecuaciones de campo de hasta segundo orden (Nicolis, et al., 
2009; Deffayet, et al., 2011).

La acción de Proca por sí sola define un período del universo dominado por energía 
tipo radiación (Quigg, 2013); pero cuando se  adiciona el término basado en los Galileones 
vectoriales no Abelianos, 1

4  ⊃ Sμv (Allys, et al., 2016b; Rodríguez & Navarro, 2018), la 
dinámica del sistema es tal que se pueden definir dos fluidos artificiales de tipo radiación. 
Por una parte está el fluido de Yang- Mills, el cual es un fluido con densidad de energía 
y presión positiva que, por sí solo, representaría un universo dominado por la radiación 
(Quigg, 2013; Aitchison & Hey, 2012). Por otra parte está el denominado fluido de los 
Galileones vectoriales el cual posee tanto  presión como densidad de energía negativa, 
siendo su ecuación de estado ωGal ≃ 1/3. La separación del Lagrangiano de materia en 
dos términos asociados a dos fluidos diferentes no es más que un artificio matemático 
para observar la contribución de cada término en el modelo. Así, se puede observar que, 
gracias a un comportamiento de auto-ajuste fino, las densidades de energía de Yang-Mills 
y del Galileón  vectorial prácticamente se cancelan dando lugar a un parámetro de estado 
efectivo ωtotal ≃ -1 (Rodríguez & Navarro, 2018).

Una vez obtenido el sistema dinámico autónomo a partir de las ecuaciones de campo, 
se puede realizar un análisis numérico del comportamiento de las variables adimensionales 
que allí se definen. Al observar la evolución en el tiempo del sistema dinámico, se aprecia un 
mecanismo de auto-ajuste fino asociado al módulo del campo "ψ" y a su primera derivada 
temporal " "; este fenómeno actúa como un atractor que, sin importar las  condiciones 
iniciales, conduce a una ecuación de estado de la forma P = -ρ. Por otra parte, el análisis 
de los puntos críticos arroja resultados muy interesantes ya que dos de los ocho puntos 
de equilibrio, los cuales son puntos tipo silla, logran reproducir un período  inflacionario 
primordial lo suficientemente largo para resolver los problemas clásicos de la cosmología 
estándar, dando lugar posteriormente a un período  dominado por la radiación; sin embargo, 
un cambio en las condiciones iniciales reduciría notablemente la duración del período  
inflacionario, lo que hace que el modelo pierda efectividad al momento de caracterizar la 
expansión acelerada primordial.

Teoría de Proca con simetría SU(2) global
La ecuación de Proca representa las ecuaciones de Maxwell del electromagnetismo con un 
fotón masivo:  

                               ,                         (1)
siendo Fμv ≡ ∂μ Av - ∂μ Av, con Aμ siendo el campo vectorial masivo y M siendo su respectiva 
masa (Quigg, 2013). Para incorporar la simetría SU(2) local a la teoría es necesario añadir 
los índices de grupo, los cuales se representan con letras latinas, para diferenciarlos de los 
índices espaciotemporales (índices griegos). En este caso (Quigg, 2013), el Lagrangiano 
de Proca se representaría de la forma  

                             ,                      (2)
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en donde el tensor  se conoce como el tensor de esfuerzos del campo de gauge, y se 
define como

         .            (3)
Cuando se omite la simetría de gauge no abeliana en la teoría (pero preservando la 

simetría global), la definición del tensor de esfuerzos es equivalente a la definición (3) sin 
el último término, el cual es asociado a la simetría SU(2) local, en donde g es la constante 
de acoplamiento del grupo y ϵa

bc es el pseudo tensor de Levi-Civita que corresponde a las 
constantes de estructura del grupo, las cuales se definen de la siguiente manera:  

                           [Ta, Tb] = iϵc
abTc,                                  (4)

siendo Ti los generadores de la transformación. Para comprender la simetría de gauge es 
conveniente conocer lo que significa SU(N). Las siglas SU provienen de “special unitary 
group”, lo que implica que los generadores de la transformación se representan mediante 
matrices unitarias, es decir, cumplen la relación , con determinante igual a +1. El 
número (N) da información de la dimensión del grupo, D = N2 - 1, en este caso con N = 2, 
el grupo posee tres dimensiones (Rodríguez, 2015). Un aspecto a resaltar es que el grupo 
de simetrías SU(2) es isomorfo al grupo SO(3) “grupo de rotaciones en tres dimensiones” 
(Ryder, 1996), lo cual quiere decir que ambos grupos poseen la misma estructura y por 
consiguiente exigir simetría SU(2) implica exigir simetría ante rotaciones espaciales en 
tres dimensiones. Lo anterior resulta de gran utilidad ya que se quiere modelar un universo 
a gran escala isótropo y homogéneo.

Término S y la tríada cósmica 
El término S es un Lagrangiano compuesto por la versión simétrica del tensor de esfuerzos 

, que surge a partir del análisis de los Galileones vectoriales (Allys, et al., 2016a, 2016b; 
Beltrán Jiménez & Heisenberg, 2016), y que se emplea para la generalización de la teoría 
de Proca. Esto se llevó a cabo tomando como base los trabajos realizados por Horndenski en 
los años 70 (Horndeski, 1974, 1976). La separación de las ecuaciones entre los términos S 
y aquellos definidos exclusivamente a partir de Fµν permite estudiar las implicaciones físicas 
de cada uno de estos términos por separado. Ya que el tensor de esfuerzos y su dual de Hodge 
han sido bien estudiados, se vio conveniente estudiar los Lagrangianos construidos a partir 
del tensor S. El Lagrangiano a estudiar es entonces de la forma , 
en donde , son constantes de acoplamiento, Mp es la masa reducida de Planck y

     ,             (5)

es el término clave de la acción total con la cual se pretende modelar los períodos 
inflacionarios. Cabe señalar que, en la anterior expresión, R es el escalar de Ricci. Así, es 
posible construir la acción total considerando también la interacción materia-gravedad; 
por esta razón se añade la acción de Einstein-Hilbert, la cual permite asociar el tensor de 
Einstein con el campo vectorial que representa la materia. Como resultado, la acción del 
modelo a estudiar se define de la siguiente forma: 

,      (6)

en donde  es la métrica espaciotemporal. Si bien a partir de la variación de la acción se 
obtienen las ecuaciones de Friedmann y de continuidad, el proceso quedaría incompleto 
ya que la configuración de Galileones vectoriales da lugar, generalmente, a una elevada 
anisotropía. La configuración de tríada cósmica (Armendariz-Picon, 2004) asegura 
la consistencia de las ecuaciones obtenidas con la asunción de un universo isótropo y 
homogéneo ya que tres vectores de igual norma y ortogonales entre sí no generan ninguna 
dirección privilegiada. Matemáticamente la tríada cósmica se expresa como  

                            = aψ ,                                          (7)
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en donde a es el parámetro de expansión, ψ = ψ(t) es una función escalar que sólo depende 
del tiempo y  es la función delta de Kronecker. Una vez impuesta la configuración de 
tríada cósmica a las ecuaciones de campo, se procede con el análisis analítico y numérico 
del sistema dinámico autónomo asociado.

Sistema dinámico autónomo
Para adimensionalizar las ecuaciones obtenidas a través de la variación de la acción (6), y 
simplificarlas de manera óptima, se plantearon las siguientes variables asociadas al campo 
y su primera derivada: 

                                    (8)

en donde H es el parámetro de Hubble. También se definieron los parámetros adimensionales

                                                              (9)

en donde ϵ se conoce como el parámetro de slow-roll, y la condición ϵ ≪ 1 indica un 
período de expansión de tipo rodadura lenta. Con base en las ecuaciones (8) y (9), la 
componente temporal de las ecuaciones de campo se reescribe como

                   ,                          (10)

mientras que las tres componentes espaciales, debido a la configuración de tríada cósmica, 
son iguales y equivalentes a la expresión

       .           (11)

Por otra parte, la variación de la acción respecto al campo  da como resultado 

            (12)

La expresión (12) es consistente con la ecuación de continuidad proveniente de la  
conservación del tensor momentum - energía  = 0, lo cual brinda confiabilidad y 
validez al desarrollo llevado a cabo. Por último para completar el conjunto de ecuaciones a 
resolver, se plantea el sistema dinámico de las variables definidas en la ecuación (8);

                                               (13)

en donde  siendo N =  una escala de tiempo conocida como número de 
e-folds. La variable adimensional z(t) se deduce mediante el uso de la ligadura (10).

Debido a la consideración de isotropía y homogeneidad, el tensor momentum- energía 
es el de fluido perfecto y, por lo tanto, adquiere la forma  

                     ,                    (14)
en un sistema de referencia comóvil y cartesiano. En la anterior expresión  y  son 
la densidad de energía y presión respectivamente. De la adimensionalización de las ecua-
ciones de campo en las expresiones (10), es evidente que 

                    (15)

siendo  y  = 1. Con un análisis similar para la ecuación 
(11) y teniendo en cuenta que la ecuación de estado para un fluido tipo radiación es 

, se deduce que
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            (16)

La separación artificial del fluido total , permite discernir cuál es 
el aporte al modelo de los dos términos de la acción asociados a los campos vectoriales. 
Ambos fluidos son de tipo radiación, pero uno es el comúnmente llamado fluido de Yang-
Mills con densidad y presión positiva y el otro se denomina el fluido de los “Galileones 
vectoriales”, el cual posee densidad y presión negativa.

Análisis del sistema dinámico
El análisis del sistema dinámico se lleva a cabo en dos etapas. En la primera etapa es 
necesario hallar los puntos críticos del sistema y observar cómo evoluciona el sistema 
dinámico en el tiempo sin considerar algún conjunto de condiciones iniciales en específico. 
En la segunda etapa es necesario hacer una detallada descripción del comportamiento de la 
solución cuando las condiciones iniciales se imponen cerca de los puntos críticos, ya que 
el sistema dinámico podría exhibir un comportamiento totalmente diferente en función de 
las características de los puntos críticos y las condiciones iniciales.

Comportamiento asintótico general y energía oscura
El análisis del espacio de fase ( Figura 1) revela el siguiente comportamiento asintótico: 
si N → ∞ entonces,

 x → ∞, 
                                          y → βx,                                  (17)

z → γx,
con  y . Las tres tendencias descritas anteriormente se ven refle-
jadas tanto en el diagrama de fase de la figura 1, como en las figuras 2a y 2b, donde 
también se observa dicho comportamiento asintótico. Al analizar las ecuaciones de evo-
lución (13) para la variable “y” en su límite a tiempo infinito, se obtiene la ecuación 
diferencial, x' - x/β = 0.

La solución a tal expresión es una exponencial creciente, lo que concuerda con el 
límite a tiempo infinito de la variable “x”. Tal comportamiento hace que la magnitud de 
la densidad y presión de los dos fluidos artificiales (ver figura 2c) tiendan a infinito. Sin 
embargo, el sistema en su evolución posee un mecanismo de auto-ajuste fino, en donde 
ΩGal → -ΩY M como se observa en la figura 2d; este hecho evita que la densidad y presión 
total de energía tiendan a infinito.

Si bien las densidades de energía de ambos fluidos artificiales tienden a ser de igual 
magnitud y de signos opuestos, el mecanismo de autoajuste fino permite que la densidad 
total de energía sea finita y diferente de cero. Para demostrarlo, primero se supone que la 
suma de las dos densidades de energía en mención es
                                                         ρGal + ρY M = ρtot                             (18)    
donde ρtot tiene un valor real finito. Luego se reformula la ecuación de tal forma que

                             ,                             (19)    

y por último se evalúa en el límite ρGal → ∞, dando como resultado la relación entre 
densidades que se planteó inicialmente,

                         ;                        (20) 

de esta manera ΩGal → -ΩY M, y la suma de ambas densidades es un valor finito diferente 
de cero.

El autoajuste fino posee además una característica importante que le permite describir 
un período  del universo dominado por la energía oscura; si se observa detalladamente el 
diagrama de fase de la figura 1, se aprecia que a medida que la solución (flechas rojas) 
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tiende al comportamiento asintótico (línea azul correspondiente a y = βx), el parámetro ϵ 
tiende a cero, lo que implica ω = -1 propio de un universo dominado por la energía oscura. 
Esto ocurre para un amplio conjunto de condiciones iniciales.

Para reafirmar la información que brinda el diagrama de fase, se puede efectuar un 
análisis más detallado de la evolución de algunos parámetros. En el conjunto de gráficas 
que se muestran a continuación, se aprecian las diferentes variables y parámetros en 
función del tiempo, para un conjunto de condiciones iniciales específico. En la figura 2e se 
observa que el valor del parámetro de Hubble,  se aproxima asintóticamente 
a su valor observado hoy en día, H0 = 9,03h x 10-61, siendo h = 0,678 ± 0,009 (Aghanim, 
et al., 2018). De otra parte, en la figura 2f se observa el valor del parámetro de estado del 
fluido de los Galileones vectoriales, el cual tiende a ωGal → 1/3. Finalmente, en la figura 
2g se observa cómo el parámetro de estado total se aproxima asintóticamente a ωtot = -1, 
representando, por tanto, a un universo en expansión acelerada.

Puntos críticos e inflación primordial
El sistema autónomo obtenido en este modelo, como cualquier otro sistema dinámico, posee 
puntos de equilibrio en los cuales la solución se comporta de manera diferente a la expuesta 
en la subsección anterior. Dependiendo de las condiciones iniciales que se impongan y de 
las propiedades específicas de los puntos de equilibrio, es posible caracterizar un período 
inflacionario transitorio, propicio para modelar la expansión acelerada primordial.

Al realizar un análisis de los puntos de estabilidad del sistema dinámico (Burton, 1994) 
descrito en la ecuación (13), se encontraron ocho en total; dos de ellos son descartados 
rápidamente porque son puntos que poseen al menos una variable adimensional compleja, 
es decir, un campo ψ con componente imaginaria. De los seis puntos críticos restantes, 
cuatro son de la forma, . Recordando la definición de  las variables 
adimensionales (8), si y = cte y z = 0, entonces H → ∞ lo cual es inconsistente ya que la 

Figura 1. Diagrama de fase para un valor de α = 10-1 en donde se refleja la dinámica de la solución 
para las variables adimensionales x y y. También se observa la recta y = βx (línea azul), y el valor del 
parámetro ϵ en las diferentes regiones mediante un código de colores. Nótese que, con excepción de 
la pequeña región central, la recta y = βx concuerda con ϵ = 0.
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Figura 2. Solución numérica para la obtención de una era del universo dominada por la energía 
oscura con condiciones iniciales x0 = -1,0099, y0 = 0,01, z0 = 7 x 1024 y los parámetros α = 0,01 y g 
= -4,37 x 10-61. (a) Gráfica de y/x vs número de e-folds y su valor límite β (línea discontinua). (b) 
Esta figura muestra el mismo análisis de la gráfica anterior, pero con la variable z/x y su límite γ. (c) 
Gráfica de la densidad de los dos fluidos artificiales ρY M y ρGal tendiendo a ∞ y -∞ respectivamente. 
(d) Esta gráfica comprueba el auto-ajuste fino ΩGal → -ΩY M el cual evita que Ωtot → ∞. (e) Gráfica del 
parámetro de Hubble tendiendo a su valor actual H0. (f) Esta gráfica demuestra que el fluido artificial 
ΩGal tiende a comportarse como un fluido tipo radiación, ωGal = 1/3. (g) Gráfica del parámetro de 
estado del fluido total ωtot indicando un período dominado por la energía oscura.
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Tabla 1. Algunas propiedades fundamentales que los puntos críticos del sistema dinámico deben 
poseer para poder describir, de manera correcta, un período de expansión acelerada primordial. En 
ella se observa que dos de los ocho puntos críticos, siendo uno la imagen especular del otro ante 
una transformación y → -y, cumplen con los tres requisitos, siendo estos puntos críticos los que se 
señalan en el diagrama de fase de la figura 3.

Puntos críticos Coordenadas reales H finito Inflación prolongada

1 x --- ---

2 x --- ---

3  x ---

4  x ---

5  x ---

6  x ---

7    

8    

ecuación de Friedmann asocia directamente el parámetro de Hubble con la densidad de 
energía total, la cual debe ser finita. Finalmente, dos de los puntos críticos, siendo uno la 
imagen especular del otro ante una transformación y → -y, cumplen con los requerimientos 
necesarios para describir un período inflacionario de tipo rodadura lenta (Lyth & Liddle, 
2009), lo cual implica cumplir las condiciones ≪

                                   (21)

Sin embargo, es necesario que la inflación tenga una duración de al menos 68 e-folds 
para resolver los problemas clásicos de la cosmología estándar (Lyth & Liddle, 2009; 
Peter & Uzan, 2013). Ambos puntos críticos tipo silla, con condiciones iniciales muy 
precisas, logran el resultado esperado (tabla 1). Lamentablemente para el modelo, la 
duración de la era inflacionaria es altamente dependiente de las condiciones iniciales 
ya que un pequeño cambio en ellas hace que la duración del período inflacionario se 
reduzca drásticamente.

Al realizar un acercamiento al centro de la figura 1, es posible observar con detalle 
los puntos críticos tipo silla que posee el sistema dinámico (ver figura 3). Como se apre-
cia, los puntos señalados están asociados con un ϵ → 0; por lo tanto, con las condiciones 
iniciales apropiadas, la solución se mantendrá cerca al respectivo punto crítico, indi-
cando un período de inflación primordial, para luego alejarse a otra región del diagrama, 
señalando la culminación de inflación y el inicio de un período del universo dominado 
por radiación, el cual se ve representado gráficamente por oscilaciones alrededor de la 
línea y = 0.

Nuevamente, un análisis detallado de los diferentes parámetros y variables del 
modelo permite complementar la información obtenida a partir del diagrama de 
fase. Primero, en las figuras 4a y 4b se observa un comportamiento de ψ y  prác-
ticamente constante en un rango superior a 70 e-folds, lo cual es consistente con las 
curvas de los parámetros de rodadura lenta, ϵ y η, presentadas en la figura 4c. Tam-
bién se aprecia en la figura 4d, un parámetro de Hubble cuya magnitud pertenece al 
régimen clásico en el cual está soportada la teoría ya que la magnitud de H(N) es mucho 
menor a la masa de Planck, la cual corresponde al límite entre la gravedad clásica y la 
gravedad cuántica. Finalmente, las figuras 4e y 4f muestran la distribución de la energía 
total durante inflación, y las figuras 4g y 4h confirman una presión negativa que genera 
expansión acelerada, además de un parámetro ωtot que tiende a 1/3, indicando un período 
de radiación después de inflación.
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Figura 3. Diagrama de fase enfocado en la región central de la figura 1. En esta figura se aprecian 
mejor los puntos críticos tipo silla que dan lugar a la descripción de un período inflacionario.

Conclusiones
Si bien los campos escalares han sido la principal herramienta para modelar los períodos 
de expansión acelerada del universo, debido a su capacidad de preservar la homogeneidad 
e isotropía (Bennett, et al., 2013; Akrami, et al., 2019), se ha demostrado en este artículo 
que los Galileones vectoriales, específicamente los asociados al término 1

4  también pueden 
ser de gran utilidad a la hora de describir un universo en expansión acelerada gracias 
al concepto de tríada cósmica (Armendariz-Picon, 2004). Una de sus características 
más importantes es que el período inflacionario obtenido se produce de manera natural 
sin necesidad de añadir términos que no tienen una explicación física convincente. Esto 
se debe a que uno de los fundamentos del modelo indica que la acción que describe 
inflación, al igual que cualquier acción que modela un fenómeno físico, debe estar libre de 
patologías y, por lo tanto, debe estar contenida en la acción de los Galileones. Tal principio 
complementado con un término cinético (SYM) y uno geométrico (SEH) dieron lugar a la 
acción de la teoría, descrita en la ecuación (6).

Al obtener las ecuaciones de campo a partir de la acción, se verificó que el sistema 
dinámico posee un comportamiento asintótico ideal para modelar el período de la energía 
oscura, debido a que es un período que actualmente consta de un inicio pero no de un final. 
Por otra parte, los puntos críticos tipo silla son perfectos para modelar inflación primordial 
ya que, al poseer un ϵ ≈ 0, encajan con las características de tal época, y al ser inestables 
posibilitan que la dinámica de la solución describa un período inflacionario finito, cuyo 
final sea el inicio de una época dominada por la radiación.

A pesar de las virtudes descritas anteriormente, es importante recalcar que el auto-
ajuste fino del sistema dinámico claramente no se aplica al caso de los puntos de silla, 
como se concluye de los diagramas de fase 1 y 3. Por lo tanto, el período de inflación 
primordial tendrá la duración adecuada para solucionar los problemas clásicos de la 
cosmología estándar siempre y cuando los valores iniciales para el sistema dinámico sean 
los adecuados.
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Figura 4. Solución numérica para modelar una época inflacionaria con condiciones iniciales x0 = 
0.0011, y0 = 1.189, z0 = 14.911 y los parámetros α = 0.00649 y g = -0.0001. (a) Esta primera figura 
muestra cómo el módulo del campo vectorial “ψ” se mantiene casi constante hasta los 80 e-folds, con-
dición necesaria para una inflación de tipo rodadura lenta. (b) Esta figura muestra un comportamiento 
similar para  y prácticamente con la misma duración de e-folds. (c) Esta figura muestra las funciones 
ϵ(N) y η(N), ratificando lo planteado en la ecuación (21). (d) Esta figura muestra el parámetro de 
Hubble en función de N. (e) Gráfica de la densidad del fluido de Yang-Mills la cual al final de inflación 
corresponde al total de la densidad de  energía, ΩY M =1. (f) Figura de la densidad del fluido del Galileón 
vectorial. (g) Relación entre presiones generadas por los dos fluidos artificiales. Se observa que la 
presión negativa de ΩGal es dominante durante la inflación a pesar de que la densidad del fluido de 
Yang-Mills es mayor. (h) Parámetro de estado del fluido total. Se aprecia que al final del período 
inflacionario ωtot = 1/3, ecuación de estado propia de un período dominado por la radiación.
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Cabe aclarar que ésta es una nueva rama de investigación en cuanto a inflación 
cósmica se refiere; por lo tanto, es necesario seguir analizando el modelo para comprobar 
su efectividad. Hay que realizar un análisis más profundo al Hamiltoniano del sistema, 
ya que se debe verificar que realmente no posea ningún tipo de inestabilidades. También 
es importante examinar qué otros Lagrangianos se pueden incorporar al modelo y robus-
tecerlo, incluso pudiendo lograr que la teoría sea compatible con los más recientes resul-
tados relacionados con la rapidez de las ondas gravitacionales (Abbott, et al., 2017a, 
2017b, 2017c).
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Abstract
We study cosmological solutions for a scalar field minimally coupled to the curvature, in the 
framework of holographic dark energy. Phantom solutions can be obtained without introducing 
ghosts’ degrees of freedom, and the autonomous system contains stable accelerated expansion 
solutions and de Sitter attractors. For the non-minimally coupled scalar field the special case of the 
conformal coupling is analyzed, and it is shown that dynamically evolving scalar field produces the 
effect of the cosmological constant.
Keywords: Dark Energy; Holographic Principle; Scalar Field

Resumen
Se estudian soluciones cosmológicas para un campo escalar acoplado mínimamente a la curvatura, 
en el marco del principio holográfico. Se pueden obtener soluciones phantom sin introducir grados 
de libertad fantasma, y el sistema autónomo contiene soluciones de expansión acelerada estables 
y atractores de Sitter. Para el campo con acoplamiento no-mínimo se analiza el caso especial del 
acoplamiento conforme y se demuestra que un campo escalar que evoluciona dinámicamente puede 
producir el efecto de la constante cosmológica.
Palabras Clave: Energía Oscura; Principio Holográfico; Campo Escalar 

Introduction
The current accelerated expansion of the universe (Riess, et al., 1998), (Perlmutteret 
al., 1998), (Kowalski, et al., 2008), (Hicken, et al., 2009), (Ade, et al., 2016), supposes 
a great challenge for the contemporary science. The source of this expansion, called dark 
energy, may consist of cosmological constant, conventionally associated with the energy 
of the vacuum or alternatively, could came from a dynamical varying scalar field at late 
times which also account for the missing energy density in the universe. In order to avoid 
the fine tuning and the coincidence problems, which relate to the inflationary behavior 
of the early universe and the late time dark energy dominated regime, the dark energy 
should have dynamical nature. This stimulates the interest in scalar fields that naturally 
arise in particle physics, including string theory, supergravity and generalized gravity 
theories such as the scalar tensor theories of gravity. So far a wide variety of scalar field 
models of dark energy have been proposed, including quintessence (Ratra and Peebles, 
1988), k-essence (Armendariz, et al., 2000), tachyon (Padmanabhan and Choudhury, 
2002), phantom (Caldwell, 2002), ghost condensate (Arkani-Hamed, et al., 2004) among 
others. The quintessence is an ordinary scalar field minimally coupled to gravity, with 
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particular potentials that lead to late time accelerated expansion. The equation of state 
for spatially homogeneous scalar field satisfies the inequality w < -1, and therefore can 
produce accelerated expansion. According to the current observational data (Riess, et al., 
1998), (Perlmutter, et al., 1998), (Kowalski, et al., 2008), (Hicken, et al., 2009) , (Ade, 
et al., 2016), the dark energy equation of state could be in a narrow region below the 
cosmological constant divide w = -1, i. e. w < -1, indicating that accelerated expansion 
is going through a phantom phase. Therefore, the quintessence field may not be adequate 
to describe the state of accelerated expansion of the universe and models which allow the 
phantom phase seem more suitable. 

Among the models of dark energy, especially interesting is the scalar field model 
non-minimally coupled to curvature, which normally arises in quantum field theory in 
curved space time (Ford, 19987, Birrell and Davis, 1982) or after compactification of 
higher dimensional gravity theories and in the context of string theories. These kinds of 
couplings have been proposed by many authors to address the dark energy problem since 
these couplings provide in principle a mechanism to evade the coincidence problem, 
allow phantom crossing in some cases (Perivolaropoulos, 2005). A dynamical system 
for non-minimally coupled scalar field was studied in (Sami, et al., 2012), and in 
(Granda and Jimenez, 2017, Granda and Jimenez, 2018), the autonomous system 
analysis was studied for models with non-minimal Gauss-Bonnet and non-minimal 
kinetic couplings respectively. 

Another interesting approach to explain the nature of the dark energy is based on some 
facts of quantum gravity known as holographic principle (‘t Hooft, 1993), (Susskind, 
1994), (Bousso, 1999). This principle establishes a connection between the short distance 
(ultraviolet) cut-off and the long distance (infrared) cut-off, given by a restriction on the 
size of the system in such a manner that prevents the formation of black holes with size 
larger than the size of the system (Cohen, et al., 1999), (Hsu, 2004). Applied to the dark 
energy issue, if we take the whole universe into account, then the vacuum energy related to 
this holographic principle is viewed as dark energy, usually called holographic dark energy. 
Based on this principle, the proposal of holographic dark energy have been developed in 
(Cohen, et al., 1999), (Hsu, 2004), (Li, 2004). Different IR cut-off scales such as Hubble 
scale, particle horizon and event horizon have been proposed to establish the holographic 
dark energy models. The Hubble scale can not give rise to an accelerated universe (Hsu, 
2004), while the event horizon can produce an accelerated expansion (Li, 2004), but has 
problem with causality. A Holographic density model that is free of causality problem 
can explain the coincidence problem was presented in (Granda and Oliveros, 2008), 
(Granda and Oliveros, 2008a).

In this work we consider the scalar field in the framework of the holographic principle 
as proposed in (Granda and Oliveros, 2008), with the holographic density as the back-
ground vacuum energy and analyze the possible accelerating regimes that could take 
place under the effect of a scalar field in the framework the holographic principle. The 
non-minimal coupling in the framework of holographic principle has been studied in (Ito, 
2005), (Setare and Saridakis, 2008). It should be said that such extension of the scalar 
field in the frame of holographic principle needs further theoretical foundation related with 
the microscopic nature of the vacuum energy. 

The scalar field in the framework of the holographic principle 
Let us consider the simplest model of non-minimally coupled scalar field with potential in 
the presence of holographic dark energy (vacuum energy). The action for the scalar field 
with matter in a general background is given by 

1
2ϰ2

1
2           (1)

where ϰ2 = 8πG, Sm is the action for the matter fields which in the present case includes the 
usual baryonic and dark matter. Initially we consider the limit of dark energy dominance 
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and neglect the baryonic and dark matter contribution. We are considering the flat 
Friedmann-Robertson-Walker (FRW) metric with signature (-,+,+,+). The Friedmann 
equation including the energy contribution from the holographic principle [40] is

κ2

3
1
2              (2)

where
                      (3)

and ρΛ is the energy contribution from the holographic principle. The equation of motion 
for the scalar field is given by

            (4)

and the effective equation of state resulting from the time evolution of this model is
   (5)

Quintessence Solutions
To solve the equations (2) and (4), we can propose the following functions

           (6)
Replacing these expressions in (2) it is found that under the restriction

λφ0 = -2,
the following relation takes place (here we use ϰ2= Mp

2)
 3Mp

2 [(1 - α) p2 + βp] =  φ0
2 + t0

2 V0       (7)
And from the equation of motion (4) one finds

           (3p - 1) φ0
2 - 2t0

2 V0 = 0.               (8)
The last two equations give us the initial values  and  in terms of the parameters

          φ0
2 = 2Mp

2 [(1 - α) p + β],               (9)
and 

 t0
2 V0= Mp

2 (3p - 1) [(1 - α) p + β].         (10)
The scalar field and the potential keep the same functional dependence on time as in 

the simplest case of the canonical scalar field on FRW background with the advantage, in 
the present case, that there exist phantom solutions (leading to BR singularities) without 
resorting to ghost degrees of freedom. Using the initial value φ0 one finds the power p as

             .                   (11)

In absence of scalar field this equation gives the usual restriction for accelerated 
expansion [40], β > α - 1, and with the scalar field the Eq. (11) gives more possibilities 
including negative values of p leading to super acceleration, depending on the relation 
between φ0 and Mp. Thus, the conditions for accelerated expansion (p > 1) take the form

  (12)
or

   (13)

where γ = φ0/Mp. Note that these conditions take place whether γ is greater than or less 
than 1.

Big Rip solutions
Let’s consider the following solutions

            (14)

with q > 0, which lead to Big Rip singularity at t = tc. Replacing (14) in the Eqs. (2) and (4) 
one finds the same restriction, λ = -2/φ0, and the relations
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           (15)

and
           (16)

and the expression for q in terms of φ0 is given by

   (17)

where γ = φ0/Mp. The effective equation of state from (5) takes the value

  
From (15) and (16) follows that, given q > 0, we don’t need to resort to ghost degrees 

of freedom, since  > 0 whenever (1 - α) q - β > 0, which implies that V0 > 0. Thus, the 
standard canonical scalar field in the vacuum background generated by the holographic 
principle can describe an accelerated expansion with EoS bellow the phantom divide, 
i.e. weff < -1.

The matter contribution and critical points
In this case the cosmological equations take the form

       (18)

      (19)
with the scalar potential given by

V = V0eλφ      (20)
where ρm and ρm are the density and pressure of the matter contribution respectively 
(baryonic and dark matter), pΛ is the pressure corresponding to the vacuum energy. 
Both type of energy contributions are modeled by ideal fluids that obey the independent 
continuity equations

            (21)
additionally, we have the equation of motion for the scalar field given by (4) which is not 
independent of (18) and (19). Here we assume that the equation of state for matter, wm 
= ρm/ρm is constant, which allows the integration of the conservation equation, giving ρm 

= ρm0 a-3(1 + wm). To understand some dynamical properties of the model we will consider 
the autonomous system and analyze the properties of the critical points. The dynamical 
variables can be deduced from (18) and will be defined as

                    (22)

which lead to the following restriction from Eq. (18)
                          x2 + y2 + Ωm+ ΩΛ = 1                                      (23)

and from Eqs. (4), (19) and (21), it is straightforward to derive the following
equations

           (24)

                   (25)

where N = ln a  is the slow-roll variable and γ = 1 + wm. Note that if one sets α = β = 0, then 
the Eqs. (21)-(25) reduce to the autonomous system for the uncoupled quintessence scalar 
[33]. The effective equation of state is given by

                            (26)
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The following are the fixed points of the dynamical system (23)-(25).

     

( (
( (

( (
( (
( (

( (

    (27)

where

   (28)

By setting α = β = 0  we recover the critical points corresponding to the minimally 
coupled scalar field. The critical points characterize different cosmological scenarios, 
depending on the parameters α, β, γ, λ. Here we illustrate some cases that involve the 
effects of the holographic density:

The point P1: 
The corresponding eigenvalues are

(  ).
If we take α = 1, then weff = -1 and Ωm = 0. Then the energy becomes dominated by the 

holographic component and the point is a de Sitter solution with eigenvalues (0,-3), which 
corresponds to marginally stable fixed point. On the other hand, if we take α = 3βγ/2, then 
weff = γ - 1 = wm with the energy density dominated by matter Ωm = 1, and eigenvalues

( ),
which corresponds to a saddle point for 0 < γ < 2. The case α = β = 0, which corresponds to 
the standad quintessence scalar, gives the known matter dominated solution (Ωm = 1) with   
weff = wm [33]. In this last case the eigenvalues become  giving a saddle point for 
1 < γ < 2  . The de Sitter solution in this point is due to the holographic component.

The point P2: 
The eigenvalues are

( ).
If we take α = 3β, then Ωm = 0 and the solution becomes dominated by the scalar field 

(Ωφ = 1) and is stable only under the conditions  . Note that  
weff = 1 for any value of the parameters, including the case of the quintessence scalar field 
corresponding to α = β = 0  (P2 = (-1,0), giving also Ωm = 0), with the eigenvalues given by 
( ), which lead to unstable (λ > -6) or saddle point (λ < -6) for 0 < γ < 2. 
The difference between these two cases is that the inclusion of the holographic component 
can lead to stable fixed point. There is also a stable solution dominated by matter (Ωm = 1, 
Ωφ + ΩΛ = 0)  if one sets 
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In this case the scalar field and holographic contribution cancel each other, which is 
not of interest since one of these density parameters should be negative.

The point P3: his point gives the same results

with eigenvalues

and the stability for the scalar field dominated solution is reached under the conditions 
. The quintessence case (α = β = 0), giving P3=(1,0)) is unstable 

for λ <  and saddle for λ > , given that 0 < γ < 2. The matter dominated solution that 
takes place for γ = 2 (α - 3β + 1), is stable under the restrictions 

The point P4: First we note that for the case , and independently of the other 
parameters (β, γ, λ), weff  = -1 and Ωm = 0, Ωφ = 0, ΩΛ = 1. Due to its complexity to 
calculate the eigenvalues, we analyzed the case γ = 1, and have found that the point is 
an attractor if  for any λ ≠ 0. This de Sitter attractor is due exclusively to the 
holographic component. For the quintessence scalar field α = β = 0, the fixed point takes 
the values P4  giving the stable scaling solution with weff  = wm for λ2 

> 3γ. One case of quintessence solution takes place if one sets α = β = 2/λ2. In this case 
we find   with Ωm = 1 - 2/λ2, Ωφ = , ΩΛ = 

. This point is an attractor with 0 < Ωm, Ωφ, ΩΛ < 1 and -1 < weff  < 
0 if  and 0 < γ < λ2/3. Another stable quintessence solution is obtained by 
taking α = γ/3 and β = 2/λ2, giving . This point is an 
attractor with 

where all the density parameters are in the interval 0 < Ωm, Ωφ, ΩΛ < 1 whenever  
and  and .

The point P5 as in the case of the point P4 contains a de Sitter attractor (weff  = -1) 
dominated by the holographic component (ΩΛ = 1) for α = 1, and the stability results from 
the restriction γ = 1 and β > 2/3 (λ2 + 3) for any λ ≠ 0. This critical point contains also the 
quintessence solutions described for the point P4 with the same stability properties.

The point P6: For the scalar quintessence field, taking α = β = 0, this critical point 
takes the values P6  and becomes stable node dominated by the scalar field with 
weff  = -1 + λ2 /3, provided that λ <  and γ > λ2 /3. By setting α = 1 in this point we find 

This point satisfies all the conditions for an attractor solution with accelerated 
expansion, but the analytical expression for the conditions on the parameters are very 
large and we limit ourselves here to the two numerical examples: taking λ = √6, β = 0.9, 
γ = 1.05, it is found weff  = -0.785, Ωm = 0.18, Ωφ = 0.11 and ΩΛ = 0.71. Taking λ = 3 √3,               
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β = 0.7, γ = 1.065, one finds weff  = -0.999, Ωm = 0.0007, Ωφ = 0.00008 and ΩΛ = 0.999. The 
above expressions for the main physical parameters simplify if one sets β = 2/λ2. In this 
case we obtain 

weff  = -1 + λ2/3, Ωm = 0, Ωφ =1, ΩΛ = 0.
This scalar field dominated critical point is an attractor if 

 .

By taking α = 1 and , this point gives a de Sitter saddle point dominated by 
the holographic component (ΩΛ = 1, Ωm = 0, Ωφ = 0) with eigenvalues (-3,0).

The point P7 presents the same properties as the point P6, leading to stable de Sitter 
and quintessence attractors.

Non-minimal coupling in the framework of the holographic 
principle

Here we assume the generalization of the holographic principle in the presence of 
non-minimally coupled scalar field. Let us start with the following action for a dark energy 
dominated universe

         ,              (29)

Variation with respect to the metric, and assuming that the scalar field φ has only          
time dependence, gives the following modified Friedman Eqs. in the flat FRW background 
[44, 45].

           ,                (30)

which corresponds to the (00) component of the variation with respect to the metric, and 
for the (11) component it is obtained

,  (31)

where H is the Hubble parameter, and ,  are the energy density and pressure of the 
holographic dark energy. The equation of motion of the scalar field is the modified Klein-
Gordon equation

. (32)
Replacing the holographic density (3) in (3), leads to the following Friedmann equation

. (33)

Although the above equations may include the potential, in this case we show that the 
effect of accelerated expansion can be obtained without the need to introduce a potential. 
Due to the non-minimal coupling from (30), the effective gravitational coupling can be 
expressed as

                                  ,                              (34)

where G is the constant Newtonian coupling. The relative time variation of the gravita-
tional coupling, obtained from (34) is given by

                               .                             (35)

An appropriate solution of the equations (32) and (33) should give the relative variation 
of the gravitational coupling consistent with current observational bounds. 

The equation (33) simplifies under the restriction α = 1, and has an exact solution for 
the scalar field for H = H0 = const., corresponding to de Sitter expansion with weff  = -1. 
Setting α = 1 and H = H0 the equations (32) and (33) become 

                     ,                       (36)

                          .                           (37)
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If one assumes the scalar field of the form
                                        ,                                     (38)

then, the Eqs. (36) and (37) have two solutions corresponding to 
                                  (39)

Of special interest is the solution with ξ = 1/6 corresponding to the conformal coupling 
of the scalar field. This de Sitter solution is not possible in absence of the holographic energy 
density. So, the non-minimally coupled scalar field in the framework of the holographic 
energy density can produce the same effect as the cosmological constant, leading to a de 
Sitter expansion when the coupling constant takes the conformal value ξ = 1/6 and the 
scalar field evolves as . 

For the solution (38), and using Eq. (35) we find the current value of  as 

                      .                   (40)

Here we used  (  is the Planck mass) and H0 is the current value of the 
Hubble parameter. For the case of the conformal coupling ( ), if we take 

 and , then the relative variation of  , the gravitational 
coupling is of the order of  , clearly satisfying the observational bounds. 

Discussion 
In the present work we considered the usual canonical minimally coupled scalar field with 
an additional source, given by the vacuum energy, modeled by the holographic density 
(Granda and Oliveros, 2008). It was found that, under exponential potential, in the 
vacuum background generated by the holographic principle, the model admits the same 
solutions of the minimally coupled scalar field for the power-law expansion, with the 
advantage that in the present case additionally appear phantom solutions (leading to future 
Big Rip singularities) without resorting to ghost degrees of freedom. In presence of matter 
with constant equation of state wm, the model presents a rich variety of critical points that 
give de Sitter attractors, stable quintessence solutions and saddle points. Thus for instance, 
the point P1 contains a de Sitter solution dominated by the holographic component, with 
marginal stability due to the eigenvalues (0,-3). This point also contains matter dominated 
solution with weff  = wm which is a saddle point as in the case of absence of the holographic 
component. The point P4 contains a de Sitter attractor dominated by the holographic 
component, and also contains stable quintessence (-1 < weff < 0) solutions where all the 
energy components contribute.

The point P6 contains attractor solutions with accelerated expansion where the 
different components can give contributions to the energy density, and also contains a 
scalar field dominated solution which is a stable node with accelerated expansion. The de 
Sitter solution for this critical point is dominated by the holographic component and is a 
marginally stable fixed point with eigenvalues (-3, 0). These results show that the phase 
space of the autonomous system is richer than in the case of minimally coupled scalar field, 
giving rise to more accelerated expansion scenarios.

In the case of non-minimally coupled scalar field, the holographic dark energy as
given by (3), leads to interesting late time cosmological scenario: the model behaves 

as the cosmological constant, giving an exact de Sitter solution with dynamically evolving 
scalar field and without potential in the conformal coupling (ξ = 1/6) regime. 

It is worth doing a further analysis of the dynamical system for the scalar field with non-
minimal coupling, in the framework of the holographic principle, to study its critical points 
and check if there are critical points with phantom behavior since, according to current 
observations, the equation of state of the dark energy could be below the cosmological 
constant divide. It would be also of interest to analyze the dynamical system of the scalar 
field, model (1)-(3), with a potential different from exponential, for instance with power-
law potential.
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Resumen 
Muchas áreas científicas y tecnológicas asociadas a procesos industriales, radiodiagnóstico y terapia 
radiante demandan altos niveles de precisión y practicidad en la medición de espectros de energía 
de rayos X. El espectro de un haz de rayos X puede determinarse de manera directa, a través de un 
detector de alta resolución, o de manera indirecta utilizando su curva de atenuación y una apropiada 
técnica matemática. La medición directa del espectro de rayos X suele ser costosa, problemática y 
exige considerable experticia. El propósito del presente trabajo fue determinar el espectro de energía 
de un haz de rayos X de kilovoltaje (kV) utilizando una medición indirecta del mismo, basada en 
la curva de atenuación del haz y en el uso de transformadas de Laplace. Para esto, i) se llevó a cabo 
una descripción completa y exhaustiva de la derivación matemática de la función que representa al 
espectro de energía; ii) se reconstruyó el espectro usando el algoritmo multistart junto con la función 
lsqnonlin de MATLAB; iii) se validó la reconstrucción del espectro comparando los valores de la 
capa semirreductora del espectro y de la curva de atenuación. Los resultados mostraron que los 
valores de las capas semirreductoras del espectro y la curva de atenuación fueron próximos entre 
sí y que el tiempo de cálculo del espectro fue notablemente corto. Por tanto, se concluye que la 
determinación indirecta del espectro de rayos X a partir de su curva de atenuación y mediante el uso 
novedoso de la sinergia multistart-lsqnonlin, es una alternativa más simple, más rápida y tan eficaz 
como la de medición directa del espectro.
Palabras clave: Espectroscopia; Rayos X; Transformadas de Laplace; Transmisión;Radioterapia; 
Radiología.

Abstract
Many scientific and technological areas associated with industrial process, diagnostic radiation 
images and radiation therapy demand high levels of accuracy and practicality for the measurement 
of X-ray energy spectra. The energy spectra of an X-ray beam can be determined either a direct 
or indirect measurement. Direct measurement uses a high energy resolution detector placed along 
the direction of the beam. Indirect measurement is based on the transmission curve of the beam 
and Laplace transforms. For this, i) a complete and exhaustive description of the mathematical 
derivation of the energy spectrum was carried out; ii) it was used the multistart algorithm along with 
the lsqnonlin function of MATLAB for the reconstruction of the spectrum; iii) the reconstruction of 
the spectrum was validated by comparing the half-value layer of the spectrum and the attenuation 
curve. The results showed that the half-value layer values of the spectrum and the attenuation curve 
were close to each other and the calculation time of the spectrum was considerably short. Therefore, 
it is concluded that the indirect determination of the X-ray spectrum from its attenuation curve by 
means of the novelty usage of the multistart-lsqnonlin synergy is a demonstrably simpler, faster and 
as effective alternative as the direct spectrum measurement.
Keywords: Spectroscopy; X-ray; Laplace transforms; Transmission; Radiotherapy; Radiology.
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Introducción
Desde su descubrimiento, en 1895, los rayos X han jugado un papel importante en la 
ciencia moderna, especialmente en el diagnóstico y tratamiento de varias enfermedades en 
medicina y odontología, lo que a su vez ha repercutido significativamente en el mejora-
miento de la salud de muchas personas alrededor del mundo (Pernicka & McLean, 2007).

Rayos X terapéuticos de kilovoltaje (kV) son rutinariamente empleados para el trata-
miento curativo de algunos tumores, tales como el carcinoma basocelular y el escamo-
celular de piel, bien como para el tratamiento paliativo de metástasis óseas (Bilge, 2004).

El espectro de energía es una parte esencial para la caracterización completa de un 
equipo de rayos X (Malezan, et al., 2015), puesto que tiene un gran impacto sobre la 
calidad y la dosis entregada por el haz de rayos X (Nickoloff & Berman, 1993; Pamplona 
& Costa, 2010; Abbene, et al., 2012). De aquí que el espectro y la calidad del haz de 
rayos X sean parámetros imprescindibles para el estudio de las propiedades dosimétricas 
en radiodiagnóstico (Chen, et al., 2012) y radioterapia (De la Vega, et al., 2008).

Se define al espectro de rayos X como la distribución energética de la radiación 
producida por un equipo de rayos X (Nickoloff & Berman, 1993). El espectro de rayos 
X, además, suele ser requerido para el modelamiento matemático y la optimización de 
sistema de imágenes en radiodiagnóstico (Mainardi & Bonzi, 2008) y radioterapia (Li, 
et al., 2008).

El espectro de energía de rayos X se puede medir de manera directa utilizando un 
espectrofotómetro (Mainardi & Bonzi, 2008, Chen, et al., 2012). Con todo, dado que 
la medición espectrométrica del haz de rayos X es demasiado costosa, exige una alta 
cualificación y requiere mucho tiempo, su aplicación en la rutina clínica no es común 
(Baird, 1981; Pamplona & Costa, 2010; Chen, et al., 2012).

Como alternativa, varios autores han reportado métodos indirectos de determinación 
del espectro de energía de un haz de rayos X a partir de la curva de atenuación del haz 
(Dössel & Schlegel, 2010) y del uso de transformadas de Laplace (Delgado, 1999; 
Delgado, 2007; Mainardi & Bonzi, 2008). 

En su artículo pionero, Silberstein fue el primero en proponer el uso de la transformada 
de Laplace para la reconstrucción de espectros de rayos X a partir de una curva de 
atenuación (Silberstein, 1993). Poco más tarde, en 1936, Bell testeó la eficiencia del 
método de Silberstein usando curvas experimentales (Bell, 1936). Décadas después, en 
1970, Twidell desarrolló un código computacional para reconstruir espectros de rayos X 
de manera iterativa, por minimización del error entre datos de atenuación experimentales 
y numéricos (Twidell, 1970). En la década de los 80, fueron publicados varios trabajos 
para la reconstrucción de espectros de rayos X a partir de datos de atenuación, utilizando 
modelos matemáticos de tres o más parámetros, basados en diferentes métodos de solución 
(Baird, 1981; Archer & Wagner, 1982; Kramer & Von Seggern, 1983; Kramer, et al., 
1983; Archer, et al., 1985; Archer & Wagner, 1988a, 1988b). 

En la última década, diferentes estudios han explorado los aspectos experimentales 
y numéricos de la reconstrucción del espectro de rayos X a partir de la aplicación de 
distintas metodologías (Delgado, 2009; Glover & Chantler, 2009; Menin, et al., 
2014; Malezan, et al., 2015; Panthi, 2018). Entre los trabajos que usaron el método 
de mínimos cuadrados para determinar el espectro de rayos X, se destaca el de Archer 
& Wagner, 1988b. En ese estudio, se plantea una modificación al modelo analítico 
de atenuación para remover artefactos relacionados con soluciones no realísticas del 
espectro. No obstante, no queda claro si la introducción de esa modificación era necesaria 
para suprimir los artefactos generados o si más bien bastaba con imponer restricciones 
al método de mínimos cuadrados.

Por otra parte, también ha sido reportada la derivación de espectros de energía de 
rayos X a partir del uso de códigos Monte Carlo (Ay, et al., 2004; Bonifácio, et al., 
2005) y programas computacionales tales como IPEM78 (Ay, et al., 2004) y SpekCalc 
(Poludniowski, et al., 2009).
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La capa semirreductora (CSR) es un parámetro comúnmente utilizado para describir 
la calidad de un haz de rayos X (Nickoloff & Berman, 1993; ChenAy, et al., 2012; Al, 
2017). La capa semirreductora se define como la espesura de un material absorbedor que 
reduce a la mitad la intensidad original del haz (Abbene, et al., 2012). En haces de kV, la 
energía efectiva puede ser derivada a partir de la capa semirreductora, convirtiendo esta 
última a coeficiente de atenuación linear o másico (Dössel & Schlegel, 2010; Chen, et al., 
2012). La energía efectiva es definida como la energía de un haz polienergético con igual 
capa semirreductora que un haz monoenergético (Chen, et al., 2012, Correa, et al., 2012). 
Luego, la energía efectiva también puede ser usada para evaluar la calidad de un haz de 
rayos X (Correa, et al., 2012).

En el presente artículo, se propone reconstruir el espectro de energía de un haz de rayos 
X terapéutico, aplicando el método indirecto propuesto por Archer & Wagner, 1988a, 
fundamentado en la utilización de un par de transformadas de Laplace y en la medición 
experimental de la curva de atenuación del haz. Para resolver este método se utilizará, 
como novedad, el algoritmo multistart junto con la función lsqnonlin de MATLAB. La 
validación de la metodología de reconstrucción será realizada por comparación de los 
valores de la capa semirreductora de la curva de atenuación y del espectro, en lugar de 
hacerla cotejando el espectro reconstruido con el real, como hecho en artículos anteriores.

Materiales y Métodos
Modelamiento Matemático
Para un mismo medio material, bajo la condición de equilibrio de partículas cargadas 
(EPC), la dosis absorbida es equivalente al kerma colisional (Attix, 2008; Ma, 2014). Por 
tanto, si el medio material es el aire, se tiene que (Bos, 2011),

                         (1)

donde Dar es la dosis absorbida en aire, Kcol,ar es el kerma colisional en aire, Emax es la 
energía máxima de los fotones del haz de energía nominal E, Ф(E), es la distribución 
energética de fluencia,  es el coeficiente másico de absorción de energía y ρ es la 
densidad del material absorbedor.

El kerma colisional en aire también se puede escribir como (Smith, 2000),
                                           Kar = MNk                                           (2)

en que M es la lectura de la cámara de ionización corregida por todas las variables de 
influencia y Nk es el coeficiente de calibración en términos de kerma en aire.

Reordenando los términos, a partir de las Ec. (1) y Ec. (2), se tiene que

                           .                    (3)

Si un haz estrecho es atenuado por un material absorbedor de espesor, x, la distribución 
energética de fluencia viene a ser,

                                         Ф(E) = Ф0 (0)e-μm x                              (4)
donde μm es el coeficiente másico de atenuación del material absorbedor.

De esta manera, la lectura de la cámara de ionización como función del espesor del 
material, M(x), es,

                                    (5)

donde el kerma en aire del material es, justamente,

                                             (6)

La transmisión relativa del haz a través del material absorbedor de espesor, T(x), se 
define como la razón entre el kerma total del haz atenuado en aire, Kar (x), y el kerma total 
del haz no atenuado en aire, Kar (0),

                                                                                (7)
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Siendo lo mismo que,

                                                                          (8)

Por otra parte, sea,

                                                                   (9)

Entonces, a partir de Ec. (5), Ec. (8) y Ec. (9), la transmisión relativa del haz se torna,

                         T(x) =   F(E) e-μm x dE,                               (10)

en que F(E) dE es la fracción de M(0) debida a los fotones de energía entre E y E + dE.
Cambiando la variable de integración de dE para dμm, en la Ec. (9), resulta (Archer 

& Wagner, 1988a) 

               .                    (11)

Para simplificar, considere que,

                                                         (12)   

donde f (μm) es el prespectro relacionado con el espectro de energía del haz, F(E) (Archer 
& Wagner, 1988a),

Luego, a partir de Ec. (11) y Ec. (12), se obtiene,

                       T(x) =   f (μm) e-μm x dμm,                            (13) 

en que si μm es una función diferenciable y descendiente con respecto a E, siempre que 
E ⟶ 0, entonces μm ⟶ ∞, o, si E ⟶ ∞, entonces μm ⟶ 0 (Pamplona & Costa, 2010).

Como la Ec. (13) concuerda con la definición de transformada de Laplace (Dodson, 
2002), la curva de transmisión de un haz de rayos X puede ser rescrita así,

                             T(x) =  [f (μm)].                                      (14) 
La Ec. (14) es la representación matemática exacta del proceso de atenuación espectral.
Si la curva de transmisión es conocida, la transformada inversa de Laplace permite 

derivar el espectro de energía del haz de rayos X, F(E), tal que, 

                                          (15)

o también,
                                                (16)

En este artículo se estudia un haz de rayos X de 80 kV producido en un ánodo de 
tungsteno. Para este material, la energía total de los electrones de la capa K es -69.5 keV, 
por lo que la emisión de rayos X característicos solo ocurriría para un valor de voltaje de 
tubo superior a este valor. La mayor parte de los rayos X emitidos son de frenado por causa 
de que aumentan fuertemente a medida que se aumenta del voltaje aplicado, lo que no 
sucede con los rayos X característicos. Sin embargo, la cantidad de rayos X característicos 
se incrementa para electrones con energía por encima de la energía de enlace de la capa K. 
La estabilidad de este proceso se alcanza para energías cinéticas más elevadas (Dyson & 
Dyson, 2005). La radiación característica de la capa L, no es generalmente importante y no 
será tenida en cuenta en este trabajo.

Para valores de voltaje de tubo superiores a la energía de enlace de la capa K, la curva 
de transmisión puede ser expresada como la superposición de su componente de frenado 
(espectro continuo), TF (x) y su componente característica (espectro discreto), TC (x), esto 
es (Archer & Wagner, 1988a),

                         T(x) = TF (x) + TC (x).                                  (17)
Si r es la fracción de kerma en aire debida a la radiación de frenado en el espectro no 

atenuado, consecuentemente 1 - r será la fracción de kerma en aire debida a la radiación 
característica. Con esto, los términos TF (x) y TC (x) son dados por,
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                 TF (x) = r   fF (μm) e-μm x dμm,                          (18)
donde fF (μm) es la fracción de frenado del espectro de energía y,
                                               TC (x) = (1 - r )  Ci e-μm,i x,                                              (19)
donde Ci es la abundancia relativa del i-ésimo haz de rayos X característicos y μm,i es 
el coeficiente másico de atenuación del i-ésimo haz de rayos X existente para un haz de 
energía nominal E.

Usando la propiedad asociativa de la transformada inversa de Laplace, de las Ec. (14) 
y Ec. (17), se tendría,

                                     f (μm) = -1 [TC (x)] + -1 [TF (x)].                                        (20)
El significado físico de esta formulación está en que el último término es una suma de 

las funciones delta de Dirac, δ, que representa a los rayos X característicos, ya que

           .        (21)

Usando la identidad,

                                        .                                      (22)

El espectro de la radiación característica, FC (E), se puede escribir como,
                                             FC (E) = (1 - r)  Ci δ(E - Ei).                                          (23)

con lo que el espectro de energía del haz vendría a ser,
                                              F(E) = rFF (E) + (1 - r)FC(E),                                           (24)
donde FC(E) será entonces el espectro de energía de los rayos característicos. Las Ec. (17) 
y Ec. (24) constituyen la descripción matemática del espectro de rayos X teniendo en 
cuenta sus componentes de radiación de frenado y de radiación característica. (Archer & 
Wagner, 1988).

En este trabajo, se asume que la curva de transmisión viene dada por el modelo 
propuesto por Archer & Wagner (1988a), es decir,

                                         (25)

donde r, a, b, ϑ son parámetros de ajuste a ser determinados y μm,0 es el coeficiente másico 
de atenuación del absorbedor a la energía máxima del haz.

Asimismo, el espectro de energía del haz de rayos X, F(E), viene expresado matemá-
ticamente como (Archer & Wagner, 1988a),

                     (26)

donde Γ(ϑ) es la función gamma y Γϑ-1/2 (1/2 (a - b)(μm - μm,0)) es una función de Bessel 
modificada.

Metodología de reconstrucción espectral
La metodología seguida para el cálculo del espectro de rayos X es la siguiente:
1.    Cálculo de la curva de transmisión. En primer lugar, se toma la lectura de la cámara de 

ionización sin material absorbedor. Seguidamente, se interponen placas de aluminio 
de 1 mm de espesor, progresivamente, de forma que la espesura va aumentando cada 
vez que se toma una nueva lectura. Se hace uso de la Ec. (8) para encontrar la curva 
de transmisión.
Resumiendo: la primera lectura, al no tener placa de aluminio (x = 0 mm), se corres-
pondería con T(0); la segunda, para x = 1 mm (1 placa), con T(1); la tercera, para x = 
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2*1 mm = 2 mm (2 placas), con T(2); la cuarta, para x = 3*1mm = 3 mm (3 placas), 
con T(3) y así sucesivamente hasta llegar a x = 5 mm, con T(5). Luego, la curva T(x) 
se expresa en función de x, con x = 1,2, ...,5 mm. Como regularmente el espesor es 
indicado en términos de la densidad del absorbedor, x se convierte en x = ρx.

2.    Cálculo los parámetros de ajuste r, a, b, ϑ de la Ec. (17). Para reproducir el coeficiente 
másico de atenuación de un haz polienergético, un polinomio de quinto grado es 
utilizado. Hecho esto, se procede a hallar  (Archer, et al., 1985). Las constantes 
del polinomio fueron determinadas utilizando la función fit de MATLAB. Para ánodos 
de tungsteno, los valores de la abundancia relativa y de los coeficientes másicos 
de atenuación para rayos X característico se consultaron en la tabla 1 de Archer 
& Wagner (1988). Alternativamente, los valores de los coeficientes másicos de 
atenuación se pueden encontrar en las tablas del NIST (National Institute of Standards 
and Technology, en inglés).
Una vez establecidas las abundancias relativas y los coeficientes másicos de atenuación 
de los fotones de frenado y característicos en aluminio, se emplea algún método de 
optimización conducente a minimizar el funcional, ξ(T),

                      (27)

donde T(x) es obtenida experimentalmente a través de la Ec. (8) y los datos del numeral 1.
Como tentativa inicial de solución se tomaron valores aleatorios, para cada parámetro, 
usando la función rand de MATLAB. Las restricciones impuestas a los parámetros 
fueron a > 0; b > 0; ϑ > 0 y 0 < r ≤ 1.

3.    Reconstrucción del espectro de rayos X. Después de que los parámetros de ajuste de la 
Ec. (27) han sido descifrados, se substituyen en la Ec. (18) para así dar con el espectro.
La minimización del funcional, ξ(T), fue llevada a cabo mediante el algoritmo 
multistart para la función lsqnonlin, perteneciente a la caja de herramientas de opti-
mización de MATLAB. El número de puntos de partida del algoritmo multistart fue 
establecido en 50.
La validación de la reconstrucción espectral se realizó a partir de la comparación del 

valor de la capa semirreductora obtenida a partir del espectro de rayos X reconstruido con 
el de la capa semirreductora extraída de la curva de transmisión (Santos, et al., 2016). Esta 
forma de validación es más simple, rápida y práctica que aquella basada en la comparación 
del espectro reconstruido y el real, empleada en trabajos anteriores (Archer & Wagner, 
1988a, 1988b), dado que no requiere del conocimiento del espectro real. 

Asimismo, la medición del espectro real es un proceso complejo y problemático 
ya que: i) necesita disponer de un equipo especializado y altamente costoso como es el 
espectrómetro Compton; ii) exige preparar y/o contar con un operador experimentado en 
el manejo de tal equipo; iii) la caracterización del equipo y la medición del espectro toma 
mucho tiempo y iv) no es clínicamente práctico pues tocaría utilizar por mucho tiempo, a 
fin de realizar las mediciones, los equipos dedicados al tratamiento de los pacientes. 

La solución ideal al problema de conseguir el espectro real sería que el fabricante lo 
proporcionara junto con el equipo o de alguna otra forma. Empero, esta información no 
suele ser suministrada con facilidad, incluso cuándo solicitada. 

La capa semirreductora del espectro se calcula usando la ecuación,

                                                                            (28)

donde Kar,0, Kar,1, y Kar,2, son los valores de kerma en aire medidos con la cámara de 
ionización sin material absorbedor (x0) y para valores de espesor del material absorbedor 
de x1 (medida experimental del espesor inmediatamente menor a la CSR obtenida por la 
curva de transmisión) y x2 (medida experimental del espesor inmediatamente mayor a la 
CSR obtenida por la curva de transmisión), respectivamente (Santos, et al., 2016).
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De la discretización de la Ec. (6) y de la Ec. (18), se encuentra el valor del kerma en 
aire en función del espesor del absorbedor, o sea,

                                                                               (29)

donde i = [1, 2, ...n] es el i-ésimo haz de energia Ei que conforma el espectro de rayos X, n 
es el índice del haz de máxima energía de los fotones que conforma el espectro de rayos X; 
j = [0, 1, 2, ...5] es el j-ésimo valor del espesor del material absorbedor y ∆Ei es el intervalo 
de energía escogido.

Para este trabajo, se utilizó un equipo de ortovoltaje Siemens Stabilipan II, pertene-
ciente al Hospital das Clínicas de Ribeirão Preto (SP), Brasil, operando a 80 kV y 20 mA. 
Una cámara de ionización Radcal 2086 fue empleada para realizar las lecturas. Las lecturas 
fueron registradas a una distancia fuente-centro de la cámara de ionización de 40 cm.

Los cálculos involucrados en el proceso de reconstrucción fueron realizados con 
MATLAB® 2015a (Microsoft Windows 10 Home, CPU: 2,3 GHz, RAM: 4 Gb). El tiempo 
de cálculo del espectro fue de 8 s, aproximadamente.

Resultados y discusión
En la figura 1 se presenta la curva de transmisión normalizada del haz de rayos X tera-
péutico de 80 kV. El patrón de la curva de transmisión es el esperado de la literatura, esto 
es, un decaimiento exponencial progresivo que parte desde el valor de transmisión sin 
material absorbedor.

Los valores de los parámetros de ajuste de la ecuación (27) encontrados en el proceso 
de minimización, indispensables para generar el espectro de energía del haz de rayos X, son 
mostrados en la tabla 1.

Figura 1. Curva de transmisión normalizada. Energía nominal del haz, E = 80 kV; distancia fuente-
centro de cámara de ionización de 40 cm.
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Tabla 1. Parámetros no lineales de ajuste encontrados para la generación de la curva de transmisión.

a b ϑ r

4,108 0,906 0,948 0,808
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La figura 2 muestra el espectro de energía de rayos X reconstruido para un haz de 
energía nominal de 80 kV. Su apariencia coincide con los datos de la literatura, es decir, una 
zona de corta extensión y baja energía seguida por un pico ancho que concentra la mayoría 
de los fotones y acabando con una zona que decae exponencialmente, con líneas verticales 
propias de los rayos X característicos, hasta la energía nominal del haz. La energía pico del 
espectro reconstruido se localizó en 29,5 kV.

La capa semirreductora del espectro, como mencionado en la sección anterior, se 
calcula mediante las ecuaciones (28) y (29). Los valores de x1 y x2 son extraídos de las 
medidas experimentales de la curva de transmisión de la figura 1, siendo estos x1 = 0,58 
g/cm2 y x2 = 0,74 g/cm2. Una vez hecho todos los cálculos, considerando ∆Ei = 2 kV, se 
obtuvo el valor de la capa semirreductora del espectro. 

Entretanto, para calcular el valor de la capa semirreductora de la curva de transmisión, 
se evalúa el valor del espesor de aluminio para el cual T = 0,5. 

Los valores de la capa semirreductora obtenida a partir de la curva de transmisión y del 
espectro reconstruido se encuentran consignados en la tabla 2.

La validación del método, realizada comparando el valor de CSRF(E) con el de CSRT(x) 
vía el error relativo porcentual entre CSRF(E) y CSRT(x), resultó en 2,65%. 

Dado el pequeño error relativo porcentual resultante y el corto tiempo de cálculo del 
espectro, se colige que el procedimiento empleado para la reconstrucción del espectro de 
energía de un haz de rayos X terapéutico a partir de su curva de transmisión y la sinergia 
multistart-lsqnonlin mostró ser eficaz y rápido.

Figura 2. Espectro de energía de rayos X reconstruido. Las líneas verticales representan a los 
rayos X característicos. Energía nominal del haz, E = 80 kV; distancia fuente-centro de cámara de 
ionización, 40 cm.

Tabla 2. Valores de la capa semirreductora calculados a partir de la curva de transmisión y del 
espectro reconstruido.
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Adicionalmente, vale la pena hacer mención de que este método de reconstrucción 
espectral no presentó, en ningún caso, soluciones no realistas del espectro como las reporta-
das por Archer & Wagner, 1988b, debido a que el valor de ϑ, siempre fue mayor que 0,6. 
Esto relieva el buen funcionamiento del algoritmo escogido para solu cionar el problema.

Por otro lado, como no fue posible comparar el espectro reconstruido con el espectro 
real del equipo, el espectro reconstruido en este trabajo es un “espectro estimado” (Baird, 
1981) que, por los resultados del método de validación, posee el mismo efecto clínico 
que el real, pero del cual no se tiene certeza si es próximo de este. Luego, una perspectiva 
futura de este trabajo sería hacer la validación de la reconstrucción tanto por compara-
ción de CSR, como por comparación de espectros para, así, evaluar que tanto el espectro 
reconstruido se aproxima del espectro real del equipo.

Conclusión
El método de reconstrucción espectral de un haz de rayos X a partir de su curva de atenua-
ción y de la sinergia multistart-lsqnonlin de MATLAB mostró resultados satisfactorios en 
términos de eficacia y rapidez. Así, este método podría ser aplicado con confianza para 
calcular magnitudes dosimétricas o radiométricas a partir del espectro reconstruido.

El análisis de la curva de atenuación en comparación con los métodos espectroscó-
picos es una buena alternativa para caracterizar el haz, ya que estas curvas pueden ser 
obtenidas de manera simple en relación con la medición directa del espectro. Para esto, solo 
basta disponer de un equipo de rayos X y un conjunto electrómetro-cámara de ionización, 
elementos de rutina en cualquier servicio de radioterapia.

Para generalizar el uso de este método de reconstrucción se propone, como perspec-tiva 
futura, considerar un análisis que abarque haces de rayos X de diferente energía nominal 
y/o algún método de optimización híbrido que resulte en una mejor aproximación entre 
las capas semirreductoras asociadas a los espectros. Otra posibilidad futura del trabajo 
es la validación por comparación de espectros, previa determinación experimental, o por 
simulación Monte Carlo, del espectro real.
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Resumen
En este artículo de revisión se presenta un estudio relacionado con el efecto que tiene la 
nanoestructura sobre las propiedades y aplicaciones de los nanomateriales. Dado el amplio campo 
de investigación de la ciencia de los nanomateriales se analizan en particular los recubrimientos 
protectores nanoestructurados 2D de barrera térmica de YSZ (Yttria-Stabilized Zirconia – ZrO2/
Y2O3 – Zirconia Estabilizada con Itria) depositados en película delgada por la técnica PVD (Physical 
Vapour Deposition - Deposición en fase física de vapor) de pulverización catódica (sputtering) 
bajo ángulo oblicuo y el de las nanopartículas magnéticas 0D de ferritas de Co-Zn (Co1-xZnxFe2O4) 
obtenidas mediante el método de co-precipitación química. Para el caso de los recubrimientos 
protectores nanoestructurados 2D de barrera térmica de YSZ se concluyó que el valor de la 
conductividad térmica (k) está fuertemente influenciado por la microestructura “en zigzag” de 
los recubrimientos PVD con disminución de (k) en un orden de magnitud, cuando las columnas 
cambian de orientación de crecimiento normal (α=0) con respecto a la superficie del sustrato, a 
una microestructura en un patrón de “zigzag” con n=50 repeticiones. Esto muestra el potencial del 
crecimiento de películas delgadas YSZ al manipular la nanoestructura en una la deposición bajo 
ángulo oblicuo, como un método efectivo para mejorar la propiedad de aislante térmico de este 
material. Por otro lado, pudimos establecer que las propiedades magnéticas de las nanopartículas 
de Co1-xZnxFe2O4 como el campo coercitivo y la magnetización de saturación están fuertemente 
correlacionadas con el tamaño de partícula y las propiedades de la estructura cristalina, y la ferrita 
de Co1-xZnxFe2O4 presenta una tendencia al comportamiento superparamagnético a temperatura 
ambiente. Este resultado implica que las nanopartículas magnéticas pueden considerarse material 
magnético blando. Lo anterior hace atractivas las nanopartículas de Co1-xZnxFe2O4 para aplicaciones 
en el campo de la fotónica y la electrónica, como también para aplicaciones biomédicas.
Palabras claves: Materiales nanoestructurados; Zirconia estabilizada con itria; Ferritas de cobalto 
zinc; Pulverización catódica; Co-precipitación química.

Abstract
In this review paper, we present a study related to the nanostructure effect on the properties and 
applications of nanomaterials. Given in fact the broad field of research of the nanomaterials 
science, we analyze in particular the 2D YSZ (Yttria-Stabilized Zirconia-ZrO2/Y2O3) thermal 
barrier nanostructured protective thin film coatings deposited by PVD (Physical Vapor Deposition) 
sputtering technique at an oblique angle, and the 0D magnetic nanoparticles of Co-Zn ferrites (Co1-

xZnxFe2O4) obtained by chemical co-precipitation method. In the case of YSZ thermal barrier 2D 
nanostructured protective coatings, it was concluded that the value of thermal conductivity (k) is 
strongly influenced by the “zigzag” microstructure of PVD coatings. A decrease of (k) in an order 
of magnitude, when the columns change from normal growth orientation (α = 0) with respect to the 
substrate surface, to a microstructure in a “zigzag” pattern with n = 50 repetitions, is presented. This 
shows the growth potential of YSZ thin films by manipulating the nanostructure at an oblique angle 
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deposition as an effective method to improve the thermal insulating property of this material. On 
the other hand, we can established that the magnetic properties of the Co1-xZnxFe2O4 nanoparticles 
such as the coercive field and the saturation magnetization are strongly correlated to particle size and 
crystal structure properties, and the Co1-xZnxFe2O4 ferrite presented a tendency to superparamagnetic 
behavior at room temperature. This result implies that the magnetic nanoparticles can be considered 
soft magnetic material. The above makes Co1-xZnxFe2O4 nanoparticles attractive for applications in 
the field of photonics and electronics, as well as for biomedical applications.
Key words: Nanostructured materials; Yttria stabilized zirconia; Zinc cobalt ferrites; Sputtering; 
Chemical co-precipitation.

Introducción
Los nanomateriales o materiales nanoestructurados son aquellas sustancias físicas con un 
tamaño mínimo entre 1-100 nm por lo menos en una de sus dimensiones, o que tengan una 
estructura interna o una estructura de superficie en el orden de escala de los nanómetros 
(ISO/TS 80004-1:2015, Ozin, et al., 2009). Las propiedades físicas y químicas de los 
nanomateriales son diferentes a las del mismo material a escala de los micrones, de los 
milímetros o en bulk. De hecho, los materiales con estructura a nanoescala presentan 
frecuentemente unas propiedades ópticas, electrónicas, magnéticas, mecánicas, etc; 
excepcionales y novedosas (Hubler & Osuagwu, 2010). Los nanomateriales son 
pues la base de la nanociencia y pueden ser física y químicamente manipulados para 
aplicaciones específicas en diferentes campos de la ciencia y la tecnología. El campo de 
los nanomateriales presenta actualmente un rápido desarrollo debido a sus aplicaciones 
potenciales en la nanoelectrónica, como catalizadores, para almacenamiento de memoria 
de datos, componentes estructurales, recubrimientos protectores antidesgaste o de barrera 
térmica, como biomateriales, biosensores, etc (Cao, 2004).

Los nanomateriales pueden ser clasificados por su tamaño y dimensiones en cuatro 
tipos (Bansi Dhar & Md. Azahar, 2018): 

•	 Cerodimensiónales (0D) con tamaños entre 1-50 nm, como las nanopartículas (NPs).
•	 Unidimensionales (1D) entre 1-100 nm con las otras dos dimensiones en el orden de 

las micras, como los nanohilos, nanofibras, nanotubos, etc.
•	 Bidimensionales (2D) en la escala nanométrica y con la otra dimensión en la escala 

de las micras, como las películas delgadas con estructura nanométrica, multicapas 
en película delgada, donde el área de los nanomateriales 2D puede ser de varios 
micrómetros cuadrados pero un con espesor siempre en el rango de la nanoescala.

•	 Tridimensionales (3D), donde no hay dimensiones a nanoescala ya que todas 
las dimensiones están a microescala. Los materiales en bulk son 3D ya que se 
componen de bloques individuales que pueden estar en una escala nanométrica 
entre 1 y 100 nm o más. 

La figura 1 ilustra esquemáticamente la clasificación anteriormente descrita.
Diversas técnicas (físicas, químicas, biológicas e hibridas) pueden ser utilizadas 

para producir los nanomateriales a diferentes dimensiones, tales como NPs coloidales, 
nanoclusters, nanopolvos, nanotubos, nanohilos, películas delgadas, etc. Entre las técnicas 
físicas más utilizadas están la de pulverización catódica (sputtering en inglés), ablación 
laser, arco eléctrico, molienda mecánica y entre las químicas, las de co-precipitación 
química y sol-gel.

En el presente artículo se quiere mostrar el efecto que tiene la nanoestructura del 
material sobre sus propiedades y posibles aplicaciones, basado en algunos de los trabajos 
de investigación llevados a cabo en el Grupo de Películas Delgadas de la Universidad 
del Valle. Dado el amplio campo de investigación de la ciencia de los nanomateriales se 
tomara concretamente el caso de recubrimientos protectores nanoestructurados de barrera 
térmica de YSZ (Yttria-Stabilized Zirconia – ZrO2/Y2O3 – Zirconia Estabilizada con 
Itria) en película delgada depositados por la técnica PVD (Physical Vapour Deposition 
- Deposición en fase física de vapor) de pulverización catódica (sputtering) bajo ángulo 
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oblicuo y el de las nanopartículas magnéticas de ferritas de Co-Zn (Co1-xZnxFe2O4) obtenidas 
mediante el método de co-precipitación química. Los recubrimientos de barrera térmica de 
YSZ y las nanopartículas magnéticas de ferritas de Co-Zn pueden ser clasificados como 
nanomateriales 2D y 0D, respectivamente.

Zirconia estabilizada con itria (YSZ)
Los sistemas de recubrimiento de zirconia estabilizada con itria (YSZ) se usan ampliamente 
para la protección térmica, contra la oxidación y la corrosión en caliente de componentes 
de alta temperatura en motores de turbina de gas y diésel (Meier & Gupta, 1994), y, de 
otro lado, el electrolito YSZ es un conductor iónico estándar (Skinner & Kilner, 2003) 
utilizado en celdas de combustible, siendo un material frágil debido a su alta dureza 
(Fujikane, et al., 2007). Para la protección térmica, contra la oxidación y la corrosión 
en caliente de los componentes de alta temperatura, los requisitos multifuncionales de 
estos recubrimientos dictan el uso de un sistema de recubrimiento que consiste en tres 
capas separadas: un recubrimiento de barrera térmica (TBC) poroso, 7-8% en peso de 
zirconia estabilizada con itria (7-8YSZ) que proporciona aislamiento térmico, un capa 
de óxido de térmicamente crecido (α-alumina) que inhibe el transporte de oxígeno al 
componente, y una capa de enlace de aluminuro de platino con bajo contenido de azufre 
o una superaleación de MCrAlY (donde M es Ni o Co) (Wortman, et al., 1989, Gell, 
et al., 1999). Por lo general para aplicaciones aeronáuticas, una capa gruesa de un TBC 
(el espesor suele ser de cientos de micrones) se deposita mediante rociado por plasma 
atmosférico (APS –air plasma spray) (Koosloos, et al., 1998) o deposición física en fase 
de vapor por haz de electrones (EB-PVD – Electron Beam Physical Vapour Deposition) 
(Unal, et al.,1994). Sin embargo, para otras aplicaciones, las películas delgadas de 
YSZ TBC se pueden depositar mediante pulverización catódica y deposición por láser 
pulsado (PLD-Pulsed Laser Deposition). En ambos casos, la estructura columnar típica 
de las películas depositadas con láser pulsado o por pulverización catódica se ve muy 
influenciada, entre otros parámetros, por la presión, la temperatura, el grosor y la relación 
ion-átomo que inciden sobre el sustrato o el voltaje de polarización del sustrato (Messier, 
et al., 1984, Hultman, et al., 1991, Heiroth, et al., 2010). 

El YSZ es el recubrimiento usualmente utilizado para aplicación en motores de turbina 
de gas y diésel debido a su baja conductividad térmica,κ, su relativo alto coeficiente de 
expansión térmica (comparado con otros cerámicos) y su buena resistencia a la erosión 

Figura 1. Representación esquemática de nanomateriales cerodimensionales (0D), unidimensional 
(1D), bidimensional (2D) y tridimensional (3D) 



156

Zambrano G
doi: http://dx.doi.org/10.18257/raccefyn.916

Rev. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat. 44(170):153-168, enero-marzo de 2020 

(Jones, 1996). La baja conductividad térmica de YSZ en bulk es el resultado de la baja 
conductividad térmica intrínseca de zirconia y la adición de itria (Morrell & Taylor, 1985). 
En general, se utiliza una concentración de itria en el rango de 6 a 8% en peso, ya que esta 
composición maximiza la vida útil del TBC por efecto de la espaliación del recubrimiento, 
debido a la formación de la fase t´ metaestable (Jones, 1996). Esta fase produce una 
microestructura compleja que resiste la propagación de grietas y la transformación en la 
fase monoclínica (que produce un 4% de cambio de volumen) al enfriarse y da lugar a la 
espaliación del recubrimiento.

La conductividad térmica del YSZ depende de si está en bulk y de la técnica usada para 
depositar el recubrimiento. En la tabla 1 se presentan los valores de conductividad térmica 
del 8YSZ, que dependen del tipo de crecimiento (laminado-APS o columnar -EBPVD) y 
de la nanoestructura del recubrimiento (porosidad, tamaño de grano, espesor) para el caso 
de las técnicas que tienen un mayor control de la nanoestructura y que producen capas más 
delgadas (de unas cuantas micras).

En la literatura se reportan dos formas de reducir la conductividad térmica del TBC 
YSZ obtenido por deposición física en fase de vapor (PVD). El primer camino es la adición 
de dopantes de óxidos de tierras raras (REO). Klemens and Gell (1998), concluyen que 
el co-dopaje con REO puede resolver los problemas relacionados con la estabilidad de 
la fase de alta temperatura (tetragonal) del ZrO2 y se pueden lograr importantes reduc-
ciones en la conductividad térmica que se aproximan a los valores obtenidos por APS (k 
= ~0.8 W/mK). La segunda forma es manipular la microestructura del recubrimiento, que 
básicamente implica incluir campos de tensiones o interfaces en el interior del material, 
de tal manera que actúen como centros de dispersión de los fonónes, ya que a escala 
nanométrica la principal vía de transferencia de calor es a través de las oscilaciones de 
la red cristalina del material. En el estudio realizado por Soyez, et al. (2000) con YSZ 
nanocristalino, se observó la dependencia de la conductividad térmica con el tamaño de 
grano, para películas con espesores de 0,5 y 1,2 μm y composiciones de itria entre 8 y 
15% en moles. 

Otra aproximación al efecto de la variación de la estructura a micro y nanoescala es el 
uso de multicapas, ya que el valor de la resistencia térmica del recubrimiento en forma de 
multicapas es la suma en serie de las resistencias térmicas de las interfaces y es allí donde 
se produce la interacción entre el fonón y los centros de dispersión que se encuentran en 
ellos. Se han realizado estudios en sistemas multicapa de Al2O3/YSZ obtenidos a través 
de EB-PVD y YSZ/SiO2 multicapa (Lee, et al., 1998) obtenidos mediante haz de iones-
PVD, pero las mediciones de conductividad térmica obtenidas no muestran disminuciones 
significativas, independientemente de los materiales. La técnica, y el número de capas 
utilizadas (An, et al., 1999), además del tamaño de grano y la generación de interfaces 
que utilizan sistemas multicapa, se debe tener en cuenta también el efecto del espesor del 
recubrimiento en su conductividad térmica. Resumiendo, creando imperfecciones dentro 
de la red, el camino libre medio de los fonónes debe cambiar produciéndose una mayor 
dispersión y por lo tanto un decrecimiento de la conductividad térmica. 

De la misma manera, otro parámetro experimental importante usado para modificar 
la micro y nanoestructura es cambiar la dirección del flujo incidente de las especies 
depositantes con respecto a la superficie del sustrato. La mayoría de las películas producidas 
por técnicas de PVD utilizan una incidencia normal y conducen a un crecimiento columnar 

Tabla 1. Valores de la conductividad térmica (κ) del YSZ en bulk y cuando es depositado como recubrimiento por diferentes técnicas.

Conductividad 
térmica

En bulk
(Kyongjun A., et al., 1999)

APS
(Morrell P, Taylor R., 1985, 

Filla BJ. 1997)

EBPVD
(Portal R., 1997) 

[20]

Sputtering, PLD, etc. 
(Kabacoff LT. 1998, 

Amaya C, et al., 2012)

κ (W/mK) 2,2 – 2,6 0,8 – 1,0 
(25 0C)

1,5 – 1,9 0,6 – 1,8
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normal al sustrato. Los depósitos bajo ángulo oblicuo (OAD - oblique angle deposition) 
también conocidos como “glancing angle deposition” (GLAD), se logran cuando el sustrato 
se inclina y forma un ángulo elevado entre el flujo de material y la superficie del sustrato. 
De esta manera, en la microestructura, la dirección de crecimiento de la columna sigue la 
orientación del flujo de material que se realiza típicamente mediante técnicas de deposición 
direccional, como el PVD. Se han realizado varios estudios para dilucidar la influencia de 
la microestructura de película delgada desarrollada por PVD bajo la técnica GLAD en la 
morfología y estructura (Takadoum, et al., 2005, Lintymer, et al., 2003) de diferentes 
materiales de película delgada, así como en sus propiedades mecánicas (Fujikane, et al., 
2007) [8], eléctrica (Lintymer, et al., 2003) y ópticas (Motohiro & Taga, 1989, Robbie, 
et al., 1996).

En estos resultados que se presentan se quiere mostrar la influencia del depósito bajo 
ángulo oblicuo, de recubrimientos protectores de 8YSZ por la técnica de pulverización 
catódica r.f. (13.56 MHz) asistida con campo magnético, sobre la nanoestructura y 
morfología del recubrimiento y el efecto que esto tiene sobre el comportamiento de la 
conductividad térmica del mismo. 

Efecto del depósito bajo ángulo oblicuo sobre las propiedades 
del 8YSZ
Efecto sobre la nanoestructura del crecimiento columnar
Basados en la metodología descrita en la información suplementaria S1, https://www.
raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/916/2718, el número de repeticiones en 
forma de “zigzag” se varió sistemáticamente para n=1, 2, 10, 30, 50 y 70, manteniendo 
constante el espesor total (3.5 μm) de la multicapa. Por esta razón, el período espacial 
(Λ) disminuye cuando n aumenta. En detalle las condiciones de depósito se encuentran 
descritas en (Amaya, et al., 2017).

La figura 2a para un periodo de n = 2, muestra que los espesores del crecimiento 
de la columna son mayores en la posición α1 (capa gruesa) que en la posición α2 (capa 
delgada); esto debido a que la cantidad de átomos provenientes del blanco que contribuyen 
al crecimiento del recubrimiento, depende en gran medida de la posición de la muestra en 
el porta-substrato, es decir si está más cerca del flujo de átomos proveniente del blanco la 
capa, para un tiempo dado, es más gruesa, y viceversa. Sin embargo, cuando el número 
de repeticiones aumenta a n = 10 (Figura 2b) y n = 30 (Figura 2c), la microestructura 
en “zigzag” se traslada al interior de las columnas, pero las columnas mismas no están 
prácticamente inclinadas (Figura 2d).

Lo anterior es debido a que se estableció un mismo tiempo total de depósito para 
todos los recubrimientos, o sea el espesor se mantuvo aproximadamente constante (~ 3,5 
μm) para todos los valores de (n), acortando el tiempo entre repeticiones, es decir los 
cambios de la posición del substrato de α1 hacia α2. Por tanto, las columnas no alcanzan a 
inclinarse como un todo, manteniendo una dirección de crecimiento perpendicular al plano 
del substrato. Resumiendo, se puede concluir que el incremento del periodo (n) afecta la 
nanoestructura del recubrimiento, pasando de columnas inclinadas en su totalidad (para 
n=1, 2) y orientadas hacia el flujo de material evaporado, evolucionando a columnas con 
orientación de crecimiento perpendicular a la superficie del substrato que, sin embargo, 
conservan el patrón de crecimiento en “zigzag” en su interior (para n=10, 30, 50 y 70), que 
se repite en función del número de cambios de la inclinación del sustrato durante el tiempo 
total de crecimiento.

Efecto sobre la microestructura del recubrimiento
La Figura 3a presenta el patrón de difracción de rayos-x (DRX) registrado en configuración 
Bragg-Bretano para el recubrimiento de 8YSZ obtenido bajo incidencia normal (α= 00) y 
a diferente número de repeticiones de la estructura en “zigzag” (de n=1 a n=70), donde a 
α= 00 se identifica una mezcla de dos fases: la tetragonal del óxido de YSZ (Zr0.94Y0.06O1.88) 

https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/916/2718
https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/916/2718
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y la monoclínica Baddeleyita del óxido de zirconio (ZrO2) (cartas JCPDF #01–089-9068 
y #01–070-8739, respectivamente). Se observa para n=1 una orientación preferencial en 
el plano (002) de la fase tetragonal, cuya intensidad relativa de difracción se intensifica 
gradualmente con el aumento de n. Además, para n=1, 2 y 10 se observa también una 
significativa orientación preferencial en el plano (211) de la fase tetragonal.

Las muestras con un valor alto número de n (n= 30, 50 y 70) evolucionan hacia una 
orientación preferencial mono-axial en el plano (002); es decir existe una pérdida de 
orientación de las facetas piramidales de tipo {112}. Por esta razón, el aumento de la 
intensidad en el plano (002) da como resultado una desaparición aparente de los picos de 
Baddeleyite cuando n>10. Este último es probablemente una consecuencia del aumento de 
defectos estructurales tales como vacancias desordenadas en los sitios de la Zr que afectan 
directamente la intensidad de la reflexión (211), así como la profusión de dislocaciones 
tanto nanoporosas como microestructurales. Por lo tanto, en el arreglo columnar vertical 
del apilamiento hace que aparezca un aumento correspondiente de la intensidad en el pico 
de difracción (002), como se mencionó anteriormente, que es la causa principal de no 
poder identificar los planos de difracción correspondientes a la fase de Baddeleyite. Ahora 
bien, teniendo en cuenta el predominio de la estructura tetragonal y el modelo multiaxial 
de orientaciones preferenciales, así como las características nanoestructurales en forma 
de “zigzag” observadas en las microfotografías SEM para muestras obtenidas por OAD, 
se propone una simulación cristalográfica (Figura 3b) de la disposición de los planos de 
la estructura en forma de “zigzag” obtenida a partir de los datos experimentales de DRX 
y haciendo uso del programa VESTA. El modelo microestructural propuesto se basa en 

Figura 2. Imágenes SEM (Amaya, et al., 2017) en sección transversal de recubrimientos de YSZ 
depositados sobre substratos de silicio con microestructura “zigzag” a) n = 2, b) n=10, c) n = 30 y d) 
detalle del interior de las nano-columnas obtenidas.
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el papel clave que juega la inclinación específica del sustrato (por ejemplo, α = ± 450) en 
la promoción del crecimiento de las facetas bipiramidales tetragonales {211} a un lado 
del plano {001}, por ejemplo, el plano (002). El plano (002) es un contacto de macla 
donde los cristales individuales están asociados a una inversión de dirección. Es decir, la 
dirección de crecimiento es [001] y la superficie de los cristales de macla está formada 
por las facetas {211}. De acuerdo con este esquema, cuando el ángulo de inclinación del 
sustrato se cambia en 900 (desde +450 hasta -450), los planos {001} actúan como límite de 
macla, con el subsiguiente crecimiento de las caras piramidales en dirección paralela pero 
opuesta. Se nota una diferencia en longitud entre ambos brazos de los cristales de la macla 
debido al crecimiento asimétrico para las configuraciones +450 y -450 (ver Figura 2a). 
La disposición de las estructuras “zigzag” al mismo nivel, o en otras palabras, a lo largo 
de la dirección [010], consiste en un apilamiento de facetas {211} contiguas. Es decir, los 
“codos” están entrelazados a lo largo de la dirección de la bisectriz del ángulo entre dos 
facetas de la forma {211} - por ejemplo, el ángulo (-2–11) ^ (211) en la figura 3b, donde 
se representan morfologías bipiramidales completas. El ángulo del “codo” resulta ser de 
145.440 y el ángulo entre los planos (002) y (211) de 72.720.

Efecto sobre la conductividad térmica del 8YSZ
Con base en la técnica de placas calientes y el método de doble capa (González de la 
Cruz, et al., 2000, Mansanares, et al., 1990) (ver información suplementaria S2, 
https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/916/2720), se determinó la con-
ductividad térmica de los recubrimientos de 8YSZ depositados sobre substratos de vidrio. 
En la figura 4a se presenta una gráfica que resumen el comportamiento de la conductivi-
dad térmica en todas las muestras de 8YSZ, para diferentes valores de α y n. Para α= 0, 
la conductividad térmica (κ) presenta un valor de 0.74 ± 0.05 W/mK, similar al reportado 
por Amaya et al. de 0.57 ± 0.06 W/mK. Ambos valores son para recubrimientos 8YSZ 
crecidos por la técnica de la pulverización catódica r.f. en iguales condiciones de depósito, 
pero en el segundo caso (Amaya, et al., 2012), determinando la densidad, difusividad 
térmica y calor específico por separado. Como se muestra en la figura 4 (a), para los 

Figura 3. (a) Patrones de DRX para recubrimientos 8YSZ depositados en un ángulo de incidencia 
normal (α= 0) y a diferente número de repetición de la estructura del “zigzag”. (b) Esquema de la 
disposición cristalográfica de los planos de la estructura en forma de “zigzag” simulada a partir de 
los datos experimentales (Amaya, et al., 2017).

https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/916/2720
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recubrimientos 8YSZ depositados con la estructura “zigzag”, la conductividad térmica (κ) 
disminuye drásticamente en un orden de magnitud cuando aumenta el número de bicapas 
n. Sin embargo, para n = 70, la conductividad térmica comienza de nuevo a aumentar. 

Para explicar el este comportamiento de la conductividad térmica se debe tener en 
cuenta que el transporte térmico de calor a escala nanométrica es debido a los fonónes 
(Cahill, et al., 2014). Los fonónes tienen un amplio rango de variación de la frecuencia 
y un rango aún mayor de sus trayectorias libres medias (mfps por sus siglas en ingles). 
Sin embargo, la mayor parte del calor a menudo es transportada por fonónes de un vector 
de onda grande, y que tienen mfps de 1 a 100 nm a temperatura ambiente. Por lo tanto, 
en muchos sistemas similares al estudiado aquí, la escala de los centros de dispersión 
de fonónes es la misma que la de los mfps de los fonónes y a veces son comparables 
con la longitud de onda de los fonónes. Debido a esto, las interfaces o los límites de 
grano del material pueden desempeñar un papel fundamental en el transporte térmico a 
nanoescala (Cahill, et al., 2014). En este sentido, se puede proponer una interpretación 
fenomenológica para explicar la reducción de la conductividad térmica cuando aumenta 
el número de repeticiones (n) de las columnas inclinadas en “zigzag”, con respecto a la 
conductividad térmica del recubrimiento depositado con un crecimiento de columnas 
normales a la superficie del substrato.

En la figura 4b se presenta un flujo térmico incidente paralelo a las columnas crecidas 
para un recubrimiento de 8YSZ depositado con una dirección normal al flujo de material 
evaporado con respecto a la superficie del substrato. En contraste, la figura 4c-I es una 

Figura 4. a. Comportamiento de la conductividad térmica de todos los recubrimientos de YSZ 
depositados, variando el ángulo α y el período n (Amaya, et al., 2017). b. Ilustración esquemática 
de microestructura y porosidad de recubrimientos PVD con crecimiento normal al substrato. c. 
influencia de la microestructura “zigzag” sobre la conductividad térmica del recubrimiento de YSZ.
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representación esquemática para recubrimientos a n <10, lo que indica que cuando los 
recubrimientos son depositados bajo un ángulo oblicuo, se forma una microestructura 
“zigzag” que crea interfaces cristalográficas inclinadas como se pudo observar en las 
micrografías SEM en sección transversal. Esto genera que el camino libre medio el 
fonón disminuya debido a la interacción de la trayectoria del flujo térmico con estas 
interfaces, trayendo como consecuencia la disminución de la conductividad térmica del 
recubrimiento. Ahora bien, a n≥10 (Figura 4c-II), la estructura “zigzag” se traslada al 
interior de las columnas, las cuales crecen prácticamente sin presentar inclinación, pero 
dando lugar a un refinamiento del diámetro columnar, así como a la formación de nano-
poros intercolumnares que contribuyen a una mayor dispersión del fonón. Finalmente, para 
n = 70 se presenta de nuevo un incremento en la conductividad térmica el cual se puede 
asociar a que el espesor total del recubrimiento es aproximadamente constante (cercano 
a 3.5 µm) para todos los valores de n y por lo tanto el tiempo entre repeticiones de los 
“zigzag” es bastante corto. Lo anterior genera que las columnas no se alcancen a inclinar 
como un todo, impidiendo la formación de interfaces, además de disminuir la cantidad de 
poros intercolumnares por unidad de área superficial; por lo tanto, el camino libre medio 
de fonónes en ausencia de estos centros de dispersión, comienza a aumentar nuevamente, 
aumentando de nuevo la conductividad térmica del material.

Ferrofluidos de nanopartículas magnéticas de Co-Zn
Los ferrofluidos (FFs) son sistemas coloidales compuestos de nanopartículas magnéticas 
monodominio con un diámetro medio de alrededor de 30 nm, que están dispersas en un 
líquido portador. Recientemente, los ferrofluidos (FF) o fluidos magnéticos han sido objeto 
de interés debido a sus inusuales propiedades ópticas, electrónicas y magnéticas (Bahadur, 
et al., 2005, Perez-Castillejos, et al., 2000, Piso, 1999), que pueden modificarse aplicando 
un campo magnético externo. Pero el uso de partículas magnéticas de tamaño nanométrico 
ha expandido sus aplicaciones en campos como la biomedicina, ya que se han propuesto, por 
ejemplo, como una terapia alternativa y localizada para el tratamiento de tumores malignos, 
donde las nanopartículas son direccionadas hacia ellos. Al estar el fluido en contacto que el 
tumor, se coloca en un campo magnético alterno, haciendo que las nanopartículas generen 
calor y destruyan el tumor. Se debe tener en cuenta que, para aplicaciones médicas, estos 
materiales deben ser biocompatibles, o sea deben ser funcionalizados. Hoy en día los FF 
son materiales prometedores para el diagnóstico y la terapia del cáncer. De otro lado, las 
nanopartículas de ferrita de cobalto-zinc han atraído en los últimos años una considerable 
atención debido a sus amplias aplicaciones en varios campos tecnológicos, incluidos 
dispositivos electrónicos y ferrofluidos, material prospectivo para aplicaciones biomédicas 
en diagnóstico y terapia del cáncer, administración magnética de medicamentos, 
dispositivos de microondas, fotónica de cristales y. sistemas de almacenamiento de 
información de alta densidad (Sherer & Figuereido Neto, 2005, Gupta & Gupta, 2005, 
Salata, 2004, Jordan, et al., 2001, Jordan, et al., 1999). La característica especial de 
los FF es la combinación del comportamiento normal del coloide con sus propiedades 
superparamagnéticas, asociado al pequeño tamaño de partícula (<30 nm). En el presente 
trabajo, las nanopartículas magnéticas de ferrita de Co(1 x)ZnxFe2O4 (x= 0.21, 0.44, 0.75) se 
prepararon por el método de coprecipitación química a partir de soluciones salinas acuosas 
en un medio alcalino. 

Efecto de la composición del FF de Co(1 x)ZnxFe2O4 sobre el tamaño de las nanopartículas 
magnéticas
Después de la síntesis de los ferrofluidos a 80 oC en una mezcla en solución a partir de 
los precursores de CoCl2, ZnSO4, and FeCl3 con su respectiva estequiometria y usando 
ácido oleico (C18H34O2) como surfactante para evitar que las nanopartículas se aglomeren 
(una descripción detallada del proceso de síntesis de las nanopartículas se puede encontrar 
en (López, et al., 2012), se debe determinar la composición química de los ferrofluidos 
obtenidos para diferentes concentraciones de Zn. con ayuda de la técnica EDX (Energy-
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Dispersive X-Ray Spectroscopy) con una microsonda Philips XL30 ESEM para análisis 
químico (12 KV), equipada con una ventana para la detección de elementos ligeros. 
La tabla 2 muestra la composición química de los ferrofluidos sintetizados, donde la 
concentración de x=Zn/Zn+Co varía entre 0.21 y 0.75 y la relación Fe/Zn+Co es 
prácticamente de 1:2, cuando varia la concentración de Zn.

La técnica de microscopia electrónica de transmisión (transmission electron micros-
copy-TEM) permite por su resolución determinar el tamaño de las nanopartículas. En 
las figuras 5a y 5b se muestran (López, et al., 2012) las imágenes de alta resolución de 
TEM (HRTEM) a dos escalas diferentes, donde se puede observar que las nanopartículas 
preparadas por este método son monocristales. Por otro lado, el recuadro en la figura 
5b muestra el patrón de difracción de área seleccionada (SAED por sus siglas en inglés) 
obtenido para una nanopartícula. Los anillos de difracción de la imagen corresponden a un 
grupo de planos atómicos dentro de las partículas, lo que demuestra que las nanopartículas 
son estructuralmente uniformes. En otras palabras, estos patrones de franjas indican una 
estructura altamente cristalina en la muestra, representada por anillos de difracción bien 
pronunciados. De otro lado, en las figuras 5 (c) y (d) (López, et al., 2012) se presentan 
los histogramas con la distribución de tamaños para las nanopartículas de Co0.79Zn0.21Fe2O4 
y Co0.25Zn0.75Fe2O4 tomados a partir de las imágenes de TEM para un número de 60 
partículas. Al realizar la estadística a través de una distribución del tipo lognormal, se 
obtuvo un valor para el diámetro de las nanopartículas de (24,9±0,1) nm y de (13,2±0,1) nm, 
respectivamente.

El anterior resultado indica que al aumentar el porcentaje atómico de Zn, sustituyendo 
al átomo magnético de Co, el tamaño de las nanopartículas de Co(1 x)ZnxFe2O4 disminuye. 
Lo anterior está de acuerdo con el tamaño de cristalito calculado a partir de los patrones 
de difracción de rayos X utilizando la fórmula de Scherer, presentados por J. López et al. 
y por otros autores (Xinyong and Kutal, 2002, Bahadur, et al., 2005). Esto implica que 
se puede controlar la microestructura y el tamaño de las nanopartículas de Co(1 x)ZnxFe2O4 
variando su composición.

Efecto del tamaño de las nanopartículas sobre el comportamiento magnético de las FF 
Co(1 x)ZnxFe2O4

El comportamiento de un material magnético y su clasificación depende entre otras 
características, de la composición y tamaño de las partículas magnéticas que lo constituyen. 
Bajo cierto tamaño crítico del diámetro de la partícula, las propiedades magnéticas de 
las partículas pequeñas se rigen por la presencia de dominios magnéticos y paredes de 
dominio. La formación de las paredes de dominio depende del equilibrio entre las energías 
de intercambio y de anisotropía magnetocristalina. La figura 6a muestra una representación 
esquemática del comportamiento del campo coercitivo como función del tamaño de 
las partículas magnéticas, donde podemos ver que a medida que disminuye su tamaño 
se pasa de partículas magnéticas multidominio a mondominio para un tamaño critico de 
aproximadamente 30 nm. De otro lado, para tamaños de las nanopartículas magnéticas 
<10 nm, se presenta una disminución drástica del campo coercitivo y una tendencia a 
un comportamiento superparamagnético con campos coercitivos muy pequeños, donde 
el momento magnético de la partícula en su conjunto fluctúa libremente en respuesta a la 

Tabla 2. Porcentaje atómico y relaciones x=Zn/Zn+Co y Fe/Zn+Co para las nanopartículas de Co(1 x)ZnxFe2O4 para tres valores de 
concentración de Zn (López, et al., 2012)

Muestra % atómico Co % atómico Zn % atómico Fe Zn/Zn+Co Fe/Zn+Co

Co0.79Zn0.21Fe2O4 11 3 30 0,21 2,14
Co0.56Zn0.44Fe2O4 9 7 33 0,44 2,06
Co0.25Zn0.75Fe2O4 3 9 26 0,75 2,16
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energía térmica, mientras que los momentos atómicos individuales mantienen su estado 
ordenado uno respecto de los otros (Knobel, et al., 2008, Pei, et al., 2007). En otras 
palabras, cada nanopartícula puede tratarse como un monodominio con un gran momento 
magnético en presencia de un campo magnético externo H aplicado, ya que cuando se 
aplica el campo externo, el momento magnético (µ) de las partículas trata de alinearse 
en la dirección del campo magnético que conduce a una magnetización macroscópica del 
sistema (comportamiento colectivo de las nanopartículas magnéticas).

La caracterización magnética de las nanopartículas de Co(1 x)ZnxFe2O4 se llevó a cabo a 
través de curvas de histéresis magnética utilizando un magnetómetro de muestra vibrante 
(VSM-por sus siglas en inglés) del sistema de medición de propiedades físicas (PPMS) 
de Quantum DesignTM. Las medidas de magnetización como función del campo aplicado 
se realizaron a temperatura ambiente aplicando un campo entre -20.000 y 20.000 Oe. La 
figura 6b (López, et al., 2014) muestra las curvas típicas de histéresis M vs. H para la 
ferrita Co0.25Zn0.75Fe2O4 suspendida en el solvente orgánico portador, tomadas a temperatura 
ambiente y a diferentes concentraciones del ferrofluido. A partir de las curvas de histéresis 
es posible observar que las nanopartículas de Co0.25Zn0.75Fe2O4 muestran una tendencia al 
comportamiento superparamagnético, característica de un material ferromagnético suave, 
ya que exhiben una magnetización de saturación entre ~0.09 y 0.7 emu/g y un bajo campo 
coercitivo con un valor de ~6.0±0.2 Oe (ver el recuadro de la figura 6b). López, et al., 
2012, describen que a medida que aumenta la concentración de zinc en % at, el tamaño 
del cristalito y el campo coercitivo de las nanopartículas magnéticas de Co1 xZnxFe2O4 
disminuye, lo que demuestra que las propiedades estructurales y magnéticas pueden ser 
manipuladas variando el tamaño de las nanopartículas.

Figura 5. Imágenes HRTEM de nanopartículas de Co0.79Zn0.21Fe2O4 en dos escalas diferentes: 
(a) 50 nm y (b) 10 nm. El recuadro muestra el patrón de difracción (SAED) de la muestra de 
Co0.79Zn0.21Fe2O4. Histogramas de tamaño de partículas para las ferritas de Co-Zn a) Co0.79Zn0.21Fe2O4 
b) Co0.25Zn0.75Fe2O.
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El comportamiento magnético de las nanopartículas es relevante para aplicaciones 
concretas en los diferentes campos. Por ejemplo, en las aplicaciones biomédicas, es impor-
tante tener magnetizaciones de saturación y susceptibilidades altas y además, 

como en el caso de las nanoparticulas magnéticas de Co1 xZnxFe2O4, debido a su bajo 
campo coercitivo requieren de un pequeño campo magnético externo para eliminar cual-
quier magnetismo residual en la muestra, o sea que se puede desmagnetizar fácilmente 
(Girgis, et al., 2011), lo que implica que se puede eliminar su efecto en el organismo 
después del respectivo procedimiento biomédico llevado a cabo con ellas.

Recientemente, (Torres-Rodríguez, et al., 2019) reportan que las nanopartículas de 
ferritas de Co0.25Zn0.75Fe2O4 han sido exitosamente utilizadas en un protocolo de purifi-
cación magnética del ácido desoxirribonucleico (ADN), ya que, por el resultado del proto-
colo del ensayo, se considera que es un material que tiene un mejor comportamiento de su 
núcleo magnético (core-shell) en comparación con las nanopartículas de magnetita (Fe3O4) 
tradicionalmente usadas. De igual manera, en otro trabajo reciente (Proença, et al., 2019) 
también con nanopartículas de Co0.25Zn0.75Fe2O4, se reporta el uso de estas por primera vez 
para la detección como biomarcadores en las muestras de suero de pacientes con cáncer de 
próstata y sanos. Los autores demuestran que debido a la alta capacidad magnética de las 
ferritas de Co0.25Zn0.75Fe2O4 en comparación con las ferritas tradicionales (Fe3O4), aquellas 
presentan una gran ventaja para ser usadas como herramienta para la separación eficaz y más 
rápida de biomoléculas para la detección temprana de cáncer de próstata.

Finalmente, las nanoparticulas de Co1 xZnxFe2O4 también se han estudiado para su 
uso en otros campos diferentes al de las aplicaciones biomédicas. López Medina, et al., 
2016, muestran que cuando el FF de Co1 xZnxFe2O4 se encapsula y se lo somete a un campo 
magnético externo sintonizable aplicado perpendicular a la película del encapsulado, se 
observan agregados de nanopartículas magnéticas autoensambladas que forman columnas 
en un cristal fotónico 2D (PC-photonic crystal) con arreglo hexagonal. Ese PC presenta 
una estructura de bandas fotonicas (PBS-photonic band structure), donde el FF con menor 
concentración de Zn (Co0.75Zn0.25Fe2O4) a un bajo campo magnético perpendicularmente 
aplicado, presenta una banda prohibida completa en el rango del IR (λ≅10.6 μm). Este 
resultado permite considerar los FF como potenciales PC magneto-controlables para 
aplicaciones tecnológicas, por ejemplo, como filtros.

Conclusiones
Los estudios realizados con los materiales nanoestructurados 2D del 8YSZ y 0D de las 
nanopartículas de Co1 xZnxFe2O4, revelan la fuerte influencia de la nanoestructura sobre 
la microestructura cristalina, propiedades y aplicaciones de estos nanomateriales. En 
el caso del 8YSZ se puedo establecer a partir de los análisis de DRX y TEM, que los 

Figura 6. a. Representación esquemática del comportamiento del campo coercitivo como función 
del tamaño de las partículas magnéticas. b. Curvas de histéresis magnética para nanopartículas de 
Co0.25Zn0.75Fe2O4 tomados a temperatura ambiente y a diferentes concentraciones de ferrofluido.

a. b.
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cambios de simetría producidos por la inclinación del plano del substrato con respecto al 
flujo de vapor mejoran las propiedades de aislamiento térmico, lo que es importante para 
la aplicación del 8YSZ como recubrimiento protector de barrera térmica. De hecho, los 
estudios de conductividad térmica indican que el valor de κ es fuertemente influenciado 
por la microestructura “zigzag” del recubrimiento PVD de 8YSZ, con una disminución 
de la conductividad térmica en un orden de magnitud, cuando las columnas cambian de 
un crecimiento con orientación normal con respecto a la superficie del substrato (α = 0), 
a una microestructura zig-zag de un patrón con n = 50 repeticiones. Más aun, en términos 
prácticos de una aplicación sería suficiente un valor n=2, ya que, a partir de ese valor de n, la 
conductividad térmica no varía de manera significativa. Con respecto a las nanopartículas 
magnéticas de Co1 xZnxFe2O4 el valor de la concentración de Zn, afecta el tamaño de las 
nanopartículas y este a su vez sus propiedades magnéticas, con una tendencia hacia un 
comportamiento superparamagnético a temperatura ambiente, con campos coercitivos muy 
bajos. Este resultado implica que las nanopartículas magnéticas de Co1 xZnxFe2O4 pueden 
considerarse material magnético blando. Lo anterior las hace atractivas para aplicaciones 
biomédicas, como también en el campo de la fotónica y la electrónica.

Información Suplementaria
Figura 1S. La técnica de depósito bajo ángulo oblicuo (OAD). Ver figura 1S en https://
www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/916/2717
Información suplementaria S1. La técnica de depósito bajo ángulo oblicuo (OAD). 
Ver información suplementaria S1 en https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/
view/916/2718
Figura 2S. (a) Configuración experimental utilizada para las rotaciones de 180o en el plano 
obteniéndose una morfología de crecimiento en “zigzag”. (b) Vista en sección transversal 
de SEM de película delgada de YSZ obtenida bajo esta configuración con un período (n 
= 1) (Amaya, et al., 2019). Ver figura 2S en https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/
article/view/916/2719
Información suplementaria S2. Determinación de la conductividad térmica en pelícu-
las delgadas. Ver información suplementaria S2 en https://www.raccefyn.co/index.php/
raccefyn/article/view/916/2720
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Determinación del rol del tiburón cazón antillano 
Rhizoprionodon porosus (Carcharhinidae) en el flujo de 
metilmercurio en las redes tróficas del Caribe colombiano
Determination of the role of the Antillean shark 
Rhizoprionodon porosus (Carcharhinidae) in the 
flow of methylmercury within the trophic webs                                         
of the Colombian Caribbean
    Ramiro Rueda-Bernal1,     Arturo Acero P.2,     Néstor Hernando Campos-Campos2,*, 
    José Luis Marrugo-Negrete3

1 Biología, Línea de Biología Marina, Universidad Nacional de Colombia, Sede Caribe.
2 Instituto de Estudios en Ciencias del Mar - CECIMAR, Universidad Nacional de Colombia, Sede Caribe.
3 Laboratorio de Toxicología y Gestión Ambiental, Universidad de Córdoba.

Resumen
El metilmercurio (MeHg) es la forma orgánica más tóxica del mercurio. Es una neurotoxina 
cuya ingestión produce graves consecuencias en los seres humanos. En Colombia se generan 
desechos mercuriales en diferentes actividades, siendo los ecosistemas marinos los más afectados 
debido a la capacidad de bioacumulación y biomagnificación de las especies de diferentes niveles 
tróficos. Para evaluar el estado de contaminación por MeHg del Caribe colombiano y determinar 
su variación espacio-temporal, se analizaron ejemplares de Rhizoprionodon porosus como 
especie biomonitora (n=45). Se recolectaron muestras de tejido y contenido estomacal durante 
diferentes épocas en tres departamentos distintos, La Guajira, Atlántico y Bolívar. Las muestras 
se liofilizaron, se les hizo una extracción líquido-líquido con tolueno y cisteína, y se determinaron 
las concentraciones en los tiburones y sus presas con un analizador directo de mercurio (DMA80). 
Con estos resultados se calculó el factor de biomagnificación del metal en los compartimentos 
estudiados en las redes tróficas del Caribe colombiano. En los tres sitios hubo concentraciones de 
MeHg superiores a las establecidas como seguras por la Organización Mundial de la Salud, siendo 
los sectores adyacentes a los ríos Magdalena y Sinú los más afectados. La prueba de Kruskal-
Wallis evidenció diferencias significativas entre las épocas de muestreo de los diferentes sitios. La 
correlación de Spearman demostró una relación entre la talla del individuo y la concentración de 
MeHg, lo que indica que R. porosus es una especie bioacumuladora de MeHg en las redes tróficas 
del mar Caribe colombiano.
Palabras clave: Metilmercurio; Bioacumulación; Biomagnificación; Rhizoprionodon porosus; 
Caribe sur.

Abstract
Methylmercury (MeHg) is the most toxic organic form in which mercury can be found. It is a 
neurotoxin whose intake causes serious consequences in humans. In Colombia, different activities 
generate mercurial waste and marine ecosystems are the most affected due to the bioaccumulation 
and biomagnification capacity of species in different trophic levels. In this context, we evaluated 
samples of Rhizoprionodon porosus as biomonitor species (n=45) to verify MeHg contamination 
in the Colombian Caribbean and assess its spatial and temporal variation. Samples of tissue and 
stomach contents were collected during different times in three different departments, La Guajira, 
Bolívar and Atlántico. The samples were lyophilized, then liquid-liquid extractions with toluene 
and cysteine were performed, and concentrations were determined in sharks and their prey using a 
direct mercury analyzer (DMA80). With these results, we calculated the biomagnification factor of 
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the metal in the compartments of the trophic Colombian Caribbean networks under study. In all three 
sites, the concentrations of MeHg were higher than those established as safe by the World Health 
Organization and the sectors adjacent to the Magdalena and Sinú rivers were the most affected. The 
Kruskal-Wallis test showed significant differences between sampling times of the different sites. The 
Spearman correlation showed that there was a relationship between the size of the individual and the 
concentration of MeHg, which allowed to conclude that R. porosus is bioaccumulating MeHg in the 
trophic networks of the Colombian Caribbean.
Keywords: Methylmercury; Bioaccumulation; Biomagnification; Rhizoprionodon porosus; Southern 
Caribbean. 

Introducción
El metilmercurio (MeHg) es la forma orgánica más tóxica del mercurio y es la que más se 
acumula en el tejido de los peces (Kraepiel, et al., 2003). Se ha demostrado que el constante 
consumo de alimentos procedentes del mar pone en riesgo la salud de las personas, pues el 
MeHg perjudica principalmente el sistema nervioso central y también se comporta como 
una nefrotoxina e inmunotoxina (Bose-O’Reilly, et al., 2010).

Son diversas las actividades humanas que generan desechos con mercurio. La minería, 
la agricultura, la quema de combustibles fósiles, entre otros, son fuentes de emisión 
que se han sumado a las naturales y hacen que este metal sea hoy una amenaza para los 
seres humanos. En Colombia las fuentes contaminantes son muy variadas y hay un gran 
número de actividades como la minería en las que se manipula el mercurio de manera 
ilegal, perjudicando así los cuerpos de agua adyacentes y los recursos que estos proveen 
(Mancera & Álvarez, 2006). En los ecosistemas marinos el mercurio (Hg) se incorpora 
en compuestos inorgánicos y, posteriormente, es transformado en MeHg por la acción 
de diferentes microorganismos que constituyen el primer nivel de la cadena alimentaria 
mediante la cual el metal es transferido hasta llegar a especies que, como los tiburones 
del género Carcharhinus, ocupan los niveles superiores de las redes tróficas (Park, 2012).

El cazón antillano (Rhizoprionodon porosus) es un depredador común en los 
ecosistemas marinos de la costa Caribe colombiana y su pesca es una actividad frecuente 
en varios sectores de la región. Al tratarse de una especie exclusivamente carnívora que 
se alimenta de pequeños peces e invertebrados y que ocupa el nivel trófico 4.0 en los 
ecosistemas del Caribe (Froese & Pauly, 2019), el cazón antillano es un tiburón que 
acumularía y magnificaría el MeHg con facilidad, lo que implica un riesgo para la salud 
debido a la falta de información y de estudios que faciliten el control y determinen las 
características de los animales aptos para el consumo.

Teniendo en cuenta los hábitos de vida del tiburón cazón antillano, y con el fin de 
conocer más a fondo el estado de contaminación por MeHg del ecosistema en que este se 
desenvuelve, resulta de gran utilidad conocer su papel en el flujo del MeHg a través de las 
redes tróficas, así como determinar la concentración de MeHg en el tejido de estos animales, 
realizar comparaciones espacio-temporales de los valores y conocer la forma en que este 
metal es acumulado, lo que permitiría utilizar la especie como un buen modelo centinela. 
Además, este constituye un primer paso necesario para proponer medidas preventivas en 
las comunidades expuestas y las poblaciones mayormente asociadas con las fuentes de 
contaminación, con base en los criterios establecidos internacionalmente con respecto a 
los límites de consumo de MeHg. En este estudio se abordan dichos objetivos a partir de 
material recolectado en tres localidades del Caribe continental colombiano.

Materiales y métodos 
Sitios de estudio
Se establecieron tres sitios de muestreo a lo largo de la costa Caribe colombiana (Figura 
1). El primero fue Isla Fuerte, una isla pequeña, con poco menos de mil habitantes y un 
área de 3,25 km2 en el departamento de Bolívar, ubicada a 30 km de la desembocadura del 
río Sinú y a 150 km del río Atrato. La isla se caracteriza por su temperatura promedio de 



171

Biomagnificación de metilmercurio en el tiburón antillano 
doi: http://dx.doi.org/10.18257/raccefyn.855
Rev. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat. 44(170):169-181, enero-marzo de 2020  

27 a 28 ºC y por albergar diferentes tipos de ecosistemas marinos (Ladino, 2014). Para 
la obtención de las muestras se monitorearon los arribos diarios a puerto de más de 30 
lanchas de pesca de cordel con recorridos diurnos de 15 km de distancia desde la costa. 

Aproximadamente 150 km más al norte, adyacente a Barranquilla (Atlántico), uno de 
los mayores centros urbanos e industriales de Colombia, se encuentra la desembocadura 
del principal cuerpo fluvial de Colombia, el río Magdalena; allí se ubica la comunidad 
pesquera de Las Flores, que representa el segundo punto de estudio establecido en este 
trabajo. Tratándose de la desembocadura de un río cuyo cauce se extiende a lo largo de 
12 departamentos, el resultado de la pesca con palangre o líneas de anzuelos en Bocas 
de Ceniza, la cual se desembarca en Las Flores, fue de suma importancia para esta 
investigación. Allí la temperatura del agua tiene un promedio anual de 28,2 ºC (Caiafa, et 
al., 2011). El Magdalena bajo, como se denomina este sector del río, presenta los menores 
caudales durante el período comprendido entre enero y marzo, los mayores de octubre a 
diciembre y caudales promedio de 7.200 m3 s-1 el resto del año, y arrastra 144 toneladas de 
sedimentos limosos y arcillosos al año (Restrepo, et al., 2016). 

El tercer punto de muestreo fue Cabo de la Vela en La Guajira. El aislamiento social 
y la lejanía con respecto a los centros urbanos hacen de ésta una localidad bastante 
particular. La población más cercana es Uribia, ubicada a 60 km de distancia, mientras 
que el río Ranchería, aproximadamente a 100 km hacia el suroeste, constituye la principal 
descarga fluvial de la región. A pesar de las temperaturas ambientales altas que se registran, 
la temperatura promedio del agua es baja (<24 ºC) como consecuencia de la surgencia 
(Páramo, et al., 2011). Las faenas de pesca se realizaron durante la noche a no más de 
18 km de la costa y los palangres se ubicaron en diferentes puntos de la costa del Cabo, el 
parque eólico Jepírachi y Puerto Bolívar.

Obtención de muestras
Se hicieron tres visitas a cada uno de los sitios de estudio en tres épocas diferentes del 
año. La primera se llevó a cabo en noviembre de 2015 (época de lluvias), la segunda 
en abril de 2016 (época de sequía) y la última en agosto del mismo año (transición). 
Se extrajo una porción de aproximadamente 100 g del tejido muscular ubicado frente 
al origen de la aleta dorsal de los ejemplares y la totalidad del contenido estomacal. En 
cada período se recolectaron diez muestras por sitio de estudio, cinco correspondientes 
al tejido y cinco al contenido estomacal. Se muestrearon en total 45 individuos y los 
respectivos contenidos estomacales. 

Figura 1. Mapa indicando la ubicación geográfica de los puntos de muestreo
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Tratamiento de las muestras
Una vez los animales se encontraban en puerto, se registraron el peso, la talla y el sexo de 
cada individuo. Utilizando un cuchillo cerámico se extrajo una porción de 100 g de tejido 
muscular de cada ejemplar y las muestras se almacenaron individualmente en un cuarto 
frío a -20 ºC. El resultado de la disección del contenido estomacal de cada individuo se 
depositó en bolsas herméticas y separadas para su almacenamiento a -20 ºC. Posteriormente, 
las muestras fueron transportadas en neveras de poliestireno con hielo al laboratorio; allí se 
secaron por liofilización para poder cuantificar el MeHg. Los procedimientos de prepara-
ción de las muestras y la determinación de MeHg se llevaron a cabo en el Laboratorio de 
Toxicología y Gestión Ambiental de la Universidad de Córdoba (Montería, Colombia).

Determinación de MeHg
Una vez liofilizadas, las muestras se maceraron en un mortero de porcelana. El contenido 
estomacal de cada individuo también fue secado por liofilización y posteriormente 
macerado y homogenizado. Para preparar cada muestra fue necesario realizar una 
extracción líquido-líquido empleando bromuro de hidrógeno (HBr), tolueno y L-cisteína. 
La cuantificación de las concentraciones de MeHg se hizo en un analizador directo de 
mercurio Milestone, modelo DMA 80 siguiendo las recomendaciones del método 7473 de 
la United States Environmental Protection Agency (EPA) y validado para determinación 
de mercurio total y MeHg. El principio fundamental de esta técnica es la descomposición 
térmica, la amalgamación y la espectroscopia de absorción atómica.

La exactitud de la determinación se evaluó como porcentaje de recuperación (%R), el 
cual se halló añadiendo a las muestras de los peces solución estándar en las concentracio-
nes conocidas. Se manejó un %R entre 93,91 y 95,62 %. La precisión evaluada como 
repetitividad y reproducibilidad (coeficiente de variación, C.V.) de las muestras analizadas 
fluctuó en un rango de 1,94 a 3,68 y 1,92 a 4,07 %, respectivamente.

Cálculo del factor de biomagnificación
El factor de biomagnificación se calculó para cada individuo utilizando la siguiente ecua-
ción: FBM = Co/Cw, donde FBM es el factor de biomagnificación, Co es la concentración 
de MeHg en el tiburón y Cw es la concentración del MeHg en el contenido estomacal. 

Análisis estadísticos
Todas las pruebas estadísticas se hicieron utilizando los programas R Project for Statistical 
Computing y SPSS Statistics. Las pruebas de Shapiro-Wilk, Barlett y Levene demostraron 
que los datos no eran normales ni de varianzas homogéneas, por lo que se procedió a rea-
lizar un análisis no paramétrico. Se empleó la prueba de Kruskal-Wallis para probar si 
existían diferencias en las concentraciones de MeHg y los factores de biomagnificación 
entre las épocas de muestreo y los diferentes sitios de estudio. La relación entre las variables 
se evaluó mediante la correlación no paramétrica de Spearman (p=0,05). 

Resultados 
Se analizaron 45 individuos, 31 hembras y 14 machos. En la figura 2 se presentan las 
concentraciones de MeHg en el tejido de los tiburones expresadas en peso húmedo (µg 
MeHg/kg(p.h.)) en las diferentes localidades y épocas de muestreo. Los contenidos de MeHg 
presentaron diferencias significativas (p=0,05) entre las estaciones de muestreo (Tabla 1), 
con los mayores contenidos en las estaciones de Las Flores e Isla Fuerte y los menores en 
el sector del Cabo de la Vela (Figura 2). 

Con respecto a los períodos de muestreo, se observó que los valores máximos se pre-
sentaron en la época lluviosa en Las Flores y en la época seca en Isla Fuerte y en el Cabo 
de la Vela. Los valores más bajos en las concentraciones de MeHg en los tejidos de tiburón 
se presentaron, en general, durante el período de transición (julio a agosto). 

Los niveles máximos admitidos por la Organización Mundial de la Salud (OMS, 
2000) en alimentos son de 0,5 µg MeHg/g y un consumo máximo semanal de 1,6 µg 
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de MeHg por cada kg de peso corporal (Poulin & Gibb, 2008). Para el análisis de 
riesgo del consumidor, en el presente estudio se estableció un supuesto según el cual 
una persona con un peso promedio de 70 kg consume aproximadamente 1.000 g de este 
tipo de tejido mensualmente. Con base en dicho supuesto, se estableció que los valores 
promedio de hembras y machos excedían los valores establecidos como seguros por la 
OMS (2000), es decir, un consumo mensual de 448 µg de MeHg para una persona con 
ese peso corporal.

Según el análisis de Kruskal-Wallis, en Las Flores y el Cabo de la Vela se presentaron 
las mayores variaciones entre las diferentes épocas (Tabla 2). Por su parte, en Isla Fuerte 
no se evidenció ninguna diferencia que pudiera atribuirse a la época en la que fueron 
capturados los animales. A pesar de que los valores máximos en el Cabo de la Vela fueron 

Figura 2. Contenido de MeHg en µg/kg(p.h.) en Rhizoprionodon porosus según la época en cada uno 
de los sitios de estudio. Debido a los valores obtenidos, el eje Y del gráfico perteneciente al Cabo 
de la Vela presenta una escala diferente a las demás. Línea roja indica la concentración máxima 
recomendada por la OMS (2000) para el consumo de alimentos.

Tabla 1. Valores promedio, medianas y significación asintótica de los contenidos de MeHg en µg /kg(p.h.) en Rhizoprionodon porosus según 
la prueba de Kruskal-Wallis

Lluvias Transición Sequía
Significación 

Media Mediana Media Mediana Media Mediana

Cabo de La Vela   217,1   202,14 309,3 189,9   747,4   630,9 0,009

Las Flores 1809,9 1888,90 162,6 150,9 1637,0 1654,4 0,006

Isla Fuerte 1115,8 1483,10 848,2 782,1 1714,2 1516,3 0,215

Caribe colombiano 1111,5 1272,50 440,0 199,0 1366,2 1102,5 0,001
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los más bajos, en la época de sequía se elevó allí el contenido de una manera drástica, 
superando los valores límites recomendados por la OMS (2000). En Las Flores se presentó 
el cambio más drástico en el período de transición, durante el cual ninguna muestra 
sobrepasó los niveles permisibles y la disminución en las concentraciones promedio llegó 
a ser más de diez veces en comparación con el resto del año, tal como lo evidenció el 
resultado del análisis de Kruskal-Wallis (Tabla 2). En Isla Fuerte, como lo indican los 
valores de significación, a pesar de apreciarse una disminución en la época de transición, 
no se presentaron diferencias significativas (p=0,05) y el MeHg excedió notablemente los 
niveles establecidos como seguros por la OMS (2000) durante todo el año, y en todas las 
muestras se registraron concentraciones altamente tóxicas (Figura 2).

En la figura 3 se muestran las concentraciones de MeHg medidas en los contenidos 
estomacales, las cuales fueron, en general, bajas, a diferencia de los contenidos en el 
músculo. El máximo contenido se encontró en las muestras de Las Flores durante la época 
seca, en tanto que los valores más bajos se presentaron en Isla Fuerte; en el Cabo de la 
Vela el contenido fue semejante al hallado en el músculo. Solo en el segundo muestreo 
en Las Flores las concentraciones excedieron los valores de la OMS (2000) de 1,6 µg de 
MeHg por cada kg de peso. Según el análisis de Kruskal-Wallis (Tabla 2), solo en Las 
Flores se presentaron diferencias significativas (p=0,05) entre las épocas de muestreo y las 
concentraciones de los contenidos estomacales.

Factor de biomagnificación
A partir de las concentraciones de MeHg en el tejido y los contenidos estomacales de 
los tiburones, se determinó el factor de biomagnificación para cada uno de los sitios de 
muestreo (Figura 4). En cuanto al total de los datos del Caribe colombiano, la prueba de 
Kruskal-Wallis arrojó diferencias significativas (p=0,05) entre los valores de este factor 
en las diferentes épocas. Sin embargo, al hacer el análisis con los datos de cada sitio por 
separado, el único lugar en que hubo diferencias significativas entre las épocas fue la 
estación de Las Flores. En el Cabo de la Vela e Isla Fuerte la variación temporal no fue 
significativa, aunque al analizar los valores promedio de cada sitio en sus respectivas 
temporadas, estos coincidieron en cuanto al notable aumento durante la época seca 
(Tabla 3). 

Talla de los tiburones 
Al comparar los tamaños de los tiburones capturados en los tres sitios, se obtuvo un 
valor de significación asintótica de 0,003, lo cual indica que se registraron diferencias 
notorias entre las tallas de los especímenes en las tres localidades (Tabla 4). Al analizar 
las muestras por separado, se evidenció que estas diferencias se debían a las tallas de las 
capturas en La Guajira, puesto que entre Las Flores e Isla Fuerte los tamaños promedio 
no presentaron grandes diferencias. Asimismo, y a pesar de que solo en Las Flores se 
presentó una variación significativa, en los tres sitios las capturas de mayor tamaño se 
registraron en el periodo de sequía. Los tamaños de los tiburones capturados en el Cabo 
de la Vela fueron los menores durante todo el año (Figura 5).

Tabla 2. Valores promedio, medianas y valores de significación asintótica de los contenidos de MeHg en µg /kg (p.h.) en el contenido estomacal 
de Rhizoprionodon porosus según la prueba de Kruskal-Wallis

Lluvias Transición Sequía
Significación 

Media Mediana Media Mediana Media Mediana

Cabo de La Vela   95,3   106,84 107,2   106,18 229,0 59,12 0,733

Las Flores 163,1 154,7   58,9     56,84 408,6 284,9 0,031
Isla Fuerte   96,9   92,8 130,6 127,1   86,8   93,7 0,640
Caribe colombiano 118,7 105,7   98,9   96,1 241,8   97,9 0,651
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Correlación de Spearman
Utilizando un intervalo de confianza de 99 %, en la prueba de Spearman se evidenció una 
correlación positiva en todos los sitios de estudio entre las concentraciones de MeHg en el 
tejido de R. porosus y la talla, el peso y el factor de biomagnificación (Tabla 5).

Discusión
Los tres puntos estudiados en el Caribe colombiano presentaron una relación positiva 
entre la talla de los individuos de R. porosus y las concentraciones de MeHg en sus 
tejidos, lo cual evidencia el papel que éste cumple como bioacumulador en dichos 
ecosistemas. Sin embargo, los resultados de esta investigación presentan diferencias 
notables en el comportamiento de otras variables, como el factor de biomagnificación y 
las concentraciones de MeHg en los contenidos estomacales, por lo cual es pertinente un 
análisis por cada sitio de muestreo.

Cabo de la Vela 
El Cabo de la Vela fue el sitio con menos problemas de contaminación por MeHg en el 
tejido de R. porosus. Probablemente por ser una zona desértica, alejada de la civilización, 
este no es un resultado inesperado. Sin embargo, un promedio anual de 424,3 µg MeHg/
g(p.h.) en el tejido de esta especie no es un valor deleznable, pues dicha concentración se 
encuentra en el límite de los valores establecidos como aptos para el consumo humano por 
la OMS (2000). Además, es importante enfatizar que en el Cabo de la Vela los tiburones 

Figura 3. Contenido de MeHg en µg/kg(p.h.) en contenido estomacal de Rhizoprionodon porosus 
según la época en cada uno de los sitios de estudio. Línea roja indicando la concentración máxima 
recomendada por la OMS (2000). Nota: en Isla Fuerte todos los valores se encuentran por debajo de 
los límites establecidos por la OMS (2000), por ende, la escala del eje Y varía en sus valores.
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capturados presentaron los menores pesos y tallas, por debajo de 60 cm, a excepción de un 
ejemplar. En R. porosus esas tallas corporales corresponden a una edad que no sobrepasa 
los tres años de vida (Lessa, et al., 2009), lo cual puede favorecer una menor concentración 
de MeHg en comparación con las otras dos localidades de estudio. Asimismo, el tipo, la 
cantidad y el tamaño de las presas que puede consumir un tiburón pequeño del género 

Figura 4. Factor de biomagnificación en Rhizoprionodon porosus según la época en cada uno de los 
sitios de estudio.

Tabla 3. Promedios, medianas y valores de significación asintótica de los factores de biomagnificación según la prueba de Kruskal-Wallis

Lluvias Transición Sequía
Significación 

Media Mediana Media Mediana Media Mediana

Cabo de La Vela    3,43    2,12 6,37   6,01 10,00 10,67 0,379

Las Flores  53,04  66,35 3,48   2,70 11,10 11,70 0,006
Isla Fuerte 12,90 15,40 8,22 10,01 29,80 29,70 0,124
Caribe colombiano 23,40 11,45 6,02   6,01 17,00 13,51 0,045

Tabla 4. Promedios, medianas y valores de significación asintótica de las tallas de Rhizoprionodon porosus según la prueba de Kruskal-Wallis

Lluvias Transición Sequía
Significación 

Media Mediana Media Mediana Media Mediana

Cabo de La Vela 52,00 50,10 54,20 55,00 57,60 56,00 0,388

Las Flores 72,16 72,15 62,80 58,00 79,80 80,00 0,013
Isla Fuerte 59,70 52,10 66,40 73,00 71,20 74,00 0,414
Caribe colombiano 61,80 62,00 61,13 56,00 69,50 74,00 0,003
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Rhizoprionodon son limitados, en tanto que los tiburones más grandes y longevos pueden 
alimentarse de peces robustos e, incluso, de algunos depredadores de los niveles superiores 
(Tagliafico, et al., 2015).

Los resultados demostraron un marcado incremento en las concentraciones de MeHg 
en los tiburones del Cabo de la Vela en la época de sequía, llegando a superar en más 
del 70 % los niveles establecidos como seguros por la OMS (2000). Es posible que esta 
diferencia entre la época de sequía y el resto del año esté ligada al fenómeno de surgencia 
que se da anualmente en esta región entre diciembre y marzo. Teniendo en cuenta que la 
mayor tasa de metilación del mercurio se da en áreas profundas (Roldán, et al., 2014), 

Figura 5. Talla (longitud) de los individuos de Rhizoprionodon porosus capturados según la época 
en cada uno de los sitios de estudio.

Tabla 5. Resultados de la correlación de Spearman (Rho). 

  Talla Tiburón Peso Presa FB

Talla 1,000   0,437**   0,916** 0,268 0,225
Tiburón     0,437** 1,000   0,615** 0,272     0,632**
Peso     0,916**   0,615** 1,000   0,292*   0,359*
Presa 0,268 0,272 0,292* 1,000 -0,171
FB 0,225   0,632** 0,359* -0,171 1,000

Tiburón: [MeHg] en Rhizoprionodon porosus. 
Presa: [MeHg] en contenido estomacal. 
FB: factor de biomagnificación. n=45. 
* La correlación es significativa en el nivel 0,05 (bilateral)
** La correlación es significativa en el nivel 0,01 (bilateral)
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durante el período de surgencia grandes cantidades de MeHg pueden ser arrastradas a lo 
largo de la columna de agua y entrar a ser parte de las redes tróficas costeras y superficiales 
de forma acelerada. 

Además, este afloramiento anual viene acompañado no solo del ascenso del pro-
ducto de la metilación del metal sino también de cianobacterias y fitoplancton que, al 
permanecer en aguas superficiales, llevan a cabo la inclusión del mercurio orgánico 
directamente a las redes tróficas pelágicas y mesopelágicas (Heimbürguer, et al., 2010). 
Asimismo, existe una concordancia entre el patrón de distribución del MeHg de los 
tiburones y sus contenidos estomacales a lo largo del año, pues en estos últimos los 
valores de mayor concentración también se presentaron durante la sequía (época de 
máxima surgencia).

El factor de biomagnificación promedio para el Cabo de la Vela fue de 6,7. Galván 
(2007) registró un valor de 4,4 para este factor en peces (Symbolophorus evermanni) y 
tiburones (Isurus oxyrinchus) en el sur de Baja California. Teniendo en cuenta que el 
estudio en California incluyó peces de aproximadamente 8 cm y tiburones que llegaban a 
medir hasta 4,5 m, se puede pensar que el factor de biomagnificación de 6,7 registrado en 
tiburones de 60 a 70 cm en el Cabo de la Vela sería crítico. 

Es difícil establecer las probables fuentes de contaminación por MeHg en La Guajira 
debido a su locación desértica, alejada de centros urbanos y de actividad portuaria (Puerto 
Bolívar, un puerto para la exportación minera de carbón, se halla a cerca de 100 km de dis-
tancia) e industrial. Por otro lado, uno de los principales ríos de La Guajira, el Ranchería, 
se nutre de la descarga de diferentes arroyos, algunos directamente relacionados con la 
minería de carbón, lo que, a pesar de su lejanía del Cabo de la Vela, puede incidir en los 
valores hallados. En este sentido vale la pena señalar que en algunos de estos arroyos 
se ha encontrado carbón con trazas considerables de mercurio (Morales & Carmona, 
2007). El flujo constante de embarcaciones de gran calado, los desechos de la quema de 
combustibles fósiles por parte de las locomotoras de transporte carbonero, el aporte directo 
de más de 100 lanchas de pesca artesanal y la descarga de algunos ríos, parecen ser los 
principales factores asociados con los niveles de MeHg detectados en R. porosus en el 
Cabo de la Vela.

Las Flores 
En la localidad de Las Flores los individuos de R. porosus presentaron una talla prome-
dio de 71 cm, lo que corresponde a individuos de aproximadamente cuatro años de edad 
(Lessa, et al., 2009). Allí la concentración promedio de MeHg en el músculo superó los 
448 µg/Kg, lo que indica que el consumir raciones de 1.000 g de ese tejido se excedería el 
límite recomendado por la OMS. Sin embargo, se establecieron diferencias significativas 
entre la concentración de MeHg y el factor de biomagnificación y la época del año. 
Estas diferencias temporales pueden ser el resultado de diferentes factores asociados 
con esta localidad de estudio. Las Flores se encuentra influenciada por los ciclos de 
inundación del río Magdalena, cuyo caudal recibe los desechos provenientes de más de 12 
departamentos de Colombia y que, además, recibe el aporte directo del río Cauca, fuente 
hídrica muy afectada por la explotación minera de oro (Olivero, et al., 2018) y que, según 
Cormagdalena (2016), tuvo un gran efecto sobre el caudal del río Magdalena a finales de 
2015, momento en el que se realizaron los registros más altos de MeHg en el tejido del R. 
porosus en Las Flores. 

Por otro lado, al incrementarse el caudal del río, aumenta la navegabilidad, siendo 
mayor el tamaño y la cantidad de botes que circulan en este sector del río, lo que provoca 
una mayor cantidad de residuos mercuriales (Ospina, 2008). Además, Las Flores se 
encuentra bajo la influencia directa de uno de los mayores centros urbanos e industriales 
de Colombia, la ciudad de Barranquilla, y es probable que durante la época de lluvia la 
cantidad de material orgánico que estaría arrastrando el río atrajera una mayor cantidad y 
diversidad de presas de R. porosus, razón por la cual se registró en esta localidad un factor 
de biomagnificación variable, con los registros más altos en la época de lluvia. 
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Isla Fuerte 
En Isla Fuerte no se presentaron diferencias significativas entre las variables medidas en 
las diferentes épocas del año. No obstante, esa uniformidad probablemente está asociada 
con el estado crítico de la contaminación por MeHg registrado en el presente estudio. 
Todas las muestras de tejido de tiburón excedieron los límites postulados por la OMS 
(2000) para el consumo humano. Las mayores concentraciones de MeHg en R. porosus 
se determinaron en la época seca, seguidas por las muestras de las épocas lluviosa y de 
transición. De diciembre a abril en Isla Fuerte los vientos alisios provenientes del noreste 
generan un fuerte oleaje y la influencia de la pluma de sedimentos del río Sinú, en los que 
ya se han detectado niveles significativos de mercurio (Feria, et al., 2010), es más intensa 
que en el resto del año (Ladino, 2014). 

Según Trudel & Rasmussen (2006), existe una relación directa entre la tasa y el 
costo metabólico y la concentración de mercurio en el tejido de los animales, como 
se ha demostrado utilizando modelos bioenergéticos en los cuales, al incrementarse la 
tasa metabólica en los peces, el mercurio se acumula de forma acelerada en sus tejidos. 
Asimismo, otros estudios han revelado que algunos tiburones de la familia Carcharhinidae 
del océano Atlántico presentan un aumento significativo en sus ritmos cardiacos durante el 
verano, lo que genera un costo energético más elevado (Dowd, et al., 2006). 

Con base en lo expuesto, es posible plantear que las altas concentraciones de MeHg 
presentes en R. porosus en la época de sequía estarían directamente relacionadas con el 
incremento en la temperatura superficial del mar y su consecuente efecto metabólico. Sin 
embargo, hasta la fecha no hay registros bibliográficos que soporten esta hipótesis. Ahora 
bien, teniendo en cuenta la relación entre el gasto energético y la tasa de acumulación de 
MeHg ya mencionada, es innegable que el muestreo de verano en Isla Fuerte probablemente 
estuvo influenciado por este factor, pues las capturas en dicha época consistieron de cuatro 
hembras grávidas y un macho de talla considerable. El desarrollo de los embriones en 
una hembra tarda hasta 12 meses y es un periodo de tiempo en el que el gasto energético 
incrementa exponencialmente, haciéndolas más propensas a acumular MeHg en sus tejidos 
en relación con su peso.

Conclusiones
La región Caribe colombiana presenta sectores con alto grado de contaminación por 
metilmercurio y exhiben una clara variación espaciotemporal en las concentraciones de este 
metal. Los ejemplares usados como biomonitores en los tres sitios de estudio evidenciaron 
la tendencia del MeHg a bioacumularse y biomagnificarse en estas redes tróficas, lo cual 
podría resultar en un grave problema de salud pública para las distintas comunidades. 
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Resumen
Se evaluaron la distribución espacial, la abundancia relativa y la estructura de tallas de Crocodylus 
acutus y Caiman crocodilus fuscus en Puerto Badel y Correa, Bolívar, mediante conteos mensuales 
nocturnos con lámparas en cuatro rutas de muestreo entre noviembre de 2015 y marzo de 2016. Se 
recorrieron 14 ciénagas y diez caños en una extensión aproximada de 215 km (Ẋ=14,3 ± 5,9 km). Se 
registraron 332 avistamientos durante el estudio, 26 de C. acutus y 306 de C. c. fuscus. La abundancia 
relativa para C. acutus fue de 0,11 avistamientos/km y para C. c. fuscus, de 1,26 avistamientos/km. 
Se encontraron poblaciones sin adultos mayores y una mayor proporción de juveniles en ambas 
especies. El tamaño poblacional de C. acutus osciló entre 0 y 9 individuos (n=3,89 ± 5,18) en Puerto 
Badel, y entre seis y 22 ejemplares (n=13,99 ± 7,99) en Correa. La población de C. c. fuscus fluctuó 
entre 49 y 81 individuos (n=64,80 ± 15,72) en Puerto Badel, en tanto que en Correa el valor estuvo 
entre 81 y 117 babillas (n=100,72 ± 15,56). 
Palabras clave: Crocodylia; Crocodylidae; Alligatoridae; estructura poblacional; Caribe; Neotrópico.

Abstract
We assessed the spatial distribution, relative abundance, and size distribution in classes of 
Crocodylus acutus and Caiman crocodilus fuscus in Puerto Badel and Correa municipalities, Bolívar 
department, using monthly spotlight surveys on four sampling routes between November 2015 and 
March 2016. We covered 14 marshes and ten streams, amounting to approximately 215 km (Ẋ = 
14.3 ± 5.9 km). We recorded 332 sightings during the study, 26 of C. acutus and 306 of C. c. fuscus. 
We estimated a relative abundance of 0.11 sightings/km for C. acutus and 1.26 for C. c. fuscus. We 
found populations without adults and with a large proportion of juveniles in both species. C. acutus 
population size ranged between zero and nine individuals (n=3.89 ± 5.18) in Puerto Badel and from 
six to 22 (n=13.99 ± 7.99) in Correa. The estimated population of C. c. fuscus ranged between 49 
and 81 individuals (n=64.80 ± 15.72) in Puerto Badel and that of the spectacled caimans between 
81 and 117 (n=100.72 ± 15.56) in Correa.
Keywords: Crocodilia; Crocodylidae; Alligatoridae; population structure; Caribbean; Neotropic.
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Introducción
Colombia y Brasil son los países con mayor número de especies de crocodílidos en el mundo 
(King & Burke, 1989; Barahona, et al., 1996; Ross, 1998). De las aproximadamente 
24 especies de este orden actualmente descritas, Colombia tiene seis, cuatro de los ocho 
géneros y dos de las tres familias (Grigg & Kirshner, 2015).

Debido a las bajas densidades poblacionales que presenta Crocodylus acutus Cuvier, 
1807 (caimán aguja), y la reducción y fragmentación de sus poblaciones, está catalogada 
en el Libro Rojo de reptiles de Colombia como “en peligro” (“EN”) (Morales-Betancourt, 
et al., 2015).  La babilla, Caiman crocodilus fuscus (Cope, 1868), está clasificada como 
“en preocupación menor” (LC), aunque es la subespecie más empleada en el comercio de 
pieles (Morales-Betancourt, et al., 2013).

La información sobre la historia natural y las iniciativas de conservación de los 
crocodílidos colombianos después de los trabajos realizados hace más de 30 años (Medem, 
1981, 1983) es escasa, se encuentra dispersa y, en ocasiones, es de difícil acceso (Morales-
Betancourt, et al., 2013). Según Balaguera-Reina, et al. (2015), durante la última década 
C. acutus se ha muestreado debidamente solamente en el 37 % del territorio nacional y 
las evaluaciones de abundancia del caimán aguja se han hecho en los departamentos de 
La Guajira, Magdalena, Córdoba, Norte de Santander, Cesar, Boyacá y Santander. Por 
ello es importante retomar las investigaciones sobre los crocodílidos silvestres, con el 
fin de comprender su papel en los ecosistemas y adoptar las estrategias apropiadas para 
su protección (Balaguera-Reina, 2007). En este sentido, es indispensable y urgente 
determinar el estado poblacional de estas especies, así como diseñar y mantener un 
programa de monitoreo (Morales-Betancourt, et al., 2013). 

El objetivo de este estudio fue evaluar el estado poblacional (distribución, estructura 
de tamaños y abundancia relativa) de C. acutus y de C. c. fuscus durante la temporada 
seca en los corregimientos de Puerto Badel (Arjona) y Correa (María La Baja) en Bolívar 
para contribuir al conocimiento de las poblaciones silvestres de crocodílidos en ese depar-
tamento y en el Caribe colombiano. 

Materiales y métodos
Área de estudio
El área de estudio incluyó parte del complejo de humedales pertenecientes al bajo 
Canal del Dique, específicamente de los corregimientos de Puerto Badel, Arjona (10°7’ 
N; -75°28’ O; 10 m.s.n.m.) y Correa, María La Baja (10°2’ N; -75°24’ O). Ambos 
corregimientos tienen características rurales y agropecuarias con actividades de pesca, 
ganadería, cacería, agricultura y de la industria camaronera (Ahumada-Lagares & 
Penso-Martínez, 2014). Sin embargo, un grupo pequeño de habitantes gana su sustento 
únicamente de la explotación de la fauna silvestre y ve en las babillas y caimanes 
una oportunidad para resolver las urgencias económicas del momento (Fundación 
Biodiversa, 2004).

Muestreos
Se establecieron cuatro rutas de monitoreo, tres en Puerto Badel y una en Correa 
(Figura 1). 

Ruta 1. (Inicio: 10°9’45.30”N/75°30’14.10”O; final: 10°5’52.70”N/75°30’11.90”O; 
20 km recorridos). Comenzó en el caño Matunillo, el cual está conectado al Canal del 
Dique; siguió por la ciénaga Arroyo de Plata, abierta a aguas marinas, y las ciénagas de 
aguas salobres de Guaranao, Charco Grande, Bocona, Arroyo Hondo, Descocotao, Enea 
y Puerto Rey, y terminó en el caño La Zanja. Este complejo de ciénagas se caracteriza por 
presentar tres tipos de mangle: Rhizophora mangle (mangle rojo), Laguncularia racemosa 
(mangle bobo) y Avicennia germinans (mangle negro). Parte importante del recorrido está 
en cercanías de la granja camaronera C.I. OCEANOS S.A. 
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Ruta 2. (Inicio y final: 10°5’13.61”N/75°29’11.78”O; 12,3 km recorridos). Incluyó 
la ciénaga de Palotal, cuya vegetación está conformada principalmente por pajonales 
distribuidos por toda la orilla y, en menor proporción, por eneales (Typha dominguensis), 
bijao (Talia geniculata), taruya o buchón de agua (Eichhornia sp.), anón de agua (Annona 
glabra), cantagallo (Erythrina fusca) y oreja de ratón (Salvinia auriculata). En ella se 
desarrolla una importante actividad pesquera artesanal, especialmente de las comunidades 
de los corregimientos de Rocha y Puerto Badel.

Ruta 3: (Inicio: 10°6’54.20”N/75°28’23.50”O; final: 10°5’38.18”N/75°28’2.98”O; 
20 km recorridos). Incluyó las ciénagas de Dolores, Bohórquez, Juan Gómez y Ranchito. 
Entre la vegetación acuática se destacan R.  mangle (mangle rojo) y Conocarpus erectus 
(mangle zaragoza) y, en menor proporción, el helecho matatigre (Acrostichum aurens), 
eneales (T. dominguensis), arepuelas (Nymphea sp.), buchón de agua (Eichhornia sp.), 
anón de agua (A. glabra) y cantagallo (E. fusca). Especial mención merecen las grandes 
extensiones de “majate”, el cual sirve como refugio y alimento para los peces y tortugas. 
De este sistema cenagoso se abastece el acueducto de la ciudad de Cartagena de Indias.

Ruta 4: (Inicio: 10°2’40.14”N/75°24’17.55”O; final: 10°0’54.21”N/75°25’37.50”O; 
6,6 km recorridos). Incluyó el caño Correa y la ciénaga del Rosario. Caño Correa presenta 
comunidades vegetales herbáceas, graminoides y arbustivas y parcelas aledañas utilizadas 
para la siembra de plátano, yuca y maíz; tiene tránsito permanente de los habitantes de las 
poblaciones cercanas. La ciénaga del Rosario tiene una vegetación dominada por el mangle 
rojo (R. mangle), el mangle zaragoza (C. erectus) y el mangle bobo (L. racemosa). La 
presencia de eneas (T. dominguensis), matatigre (A. aurens) y oreja de ratón (S. auriculata) 
proporciona un hábitat natural a las babillas y caimanes, además de poseer una fauna y una 
flora muy conservadas. 

Entre noviembre de 2015 y marzo de 2016 se realizaron 15 recorridos nocturnos en las 
cuatro rutas utilizando un bote de fibra de vidrio de aproximadamente 4 m de largo por 1 m 
de ancho, impulsado por remos, que se  desplazaba a una velocidad aproximada de 5 km/h 
en caños y ciénagas y variaba en los sectores con densa vegetación. 

Los muestreos se hicieron en luna nueva o en los días anteriores o posteriores 
(Medem, 1981). Los conteos se iniciaban a las 19:00 y la hora final dependía del largo de 
la trayectoria. En la ruta 1 se hicieron tres conteos en una distancia recorrida de 20 km cada 
uno; en la ruta 2 fueron cuatro conteos en una distancia promedio de 12,2 km (mínimo 12 
km y máximo 12,3 km). En la ruta 3 se hicieron cuatro conteos en una distancia de 20 km 
cada uno, y en la ruta 4 fueron cuatro conteos en una distancia de 6,6 km cada uno. 

Figura 1. Rutas de muestreos
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Los conteos nocturnos se efectuaron utilizando lámparas frontales (Chabreck, 1966; 
Sánchez, et al., 2011) para reconocer y ubicar a los caimanes y babillas. Se emplearon 
lámparas LED de 150 lumens, cuya luz, al incidir sobre el tapetum lucidum de los animales 
permitió detectarlos hasta aproximadamente 200 m de distancia. Tal como lo menciona 
Salas-Araya (1985), se asumió que cuando se reflejaban tonalidades rojo-amarillentas, 
la especie correspondía a C. acutus, y si eran rojizas, a C. crocodilus. Cuando fue posible 
acercarse a los ejemplares la identificación se corroboró con la morfología de la cabeza 
y la presencia de la cresta ósea interocular en C. c. fuscus y su ausencia en C. acutus. La 
longitud total (LT) de los ejemplares se estimó visualmente en función del tamaño de la 
cabeza y de los ojos.

La estructura poblacional se estableció agrupando los ejemplares avistados en clases, 
con lo que se buscaba reducir el error en la clasificación de los tamaños de los individuos 
avistados, ya que, por basarse en la estimación visual, la descripción del tamaño varía 
mucho según la experticia del observador. De esta manera se establecieron las siguientes 
clases de C. acutus: clase I, menos de 60 cm; clase II, de 61 a 120 cm; clase II, de 121 a 
180 cm; clase IV, de 181 a 240 cm, y clase V, más de 240 cm (Seijas, 1981). Los individuos 
de C. c. fuscus se agruparon según la clasificación de Ayarzagüena (1983) en: clase I, de 
50 cm o menos; clase II, de 50,1 a 120 cm; clase III, de 120,1 a 180 cm; clase IV, de 180,1 
cm o más. Los individuos que se sumergieron antes de poder estimar la longitud total se 
registraron como “sólo ojos” (Messel, et al., 1981). Tanto los conteos como la estimación 
de los tamaños estuvieron a cargo del mismo investigador.

Se estimó la abundancia relativa, es decir, el número de individuos avistados por 
kilómetros recorridos (avistamientos/km) en cada una de las rutas (Cupul-Magaña, 2009).

Para determinar la fracción visible (que serviría para estimar el tamaño de la pobla-
ción total que fue posible observar), se utilizaron dos métodos. El primero fue el de King, 
et al. (1990):

dónde p es la fracción visible,  es el valor promedio del número de ejemplares observados 
y s es la desviación estándar. El segundo fue el propuesto por Messel, et al. (1981), es 
decir, el promedio de las observaciones en los cinco meses de muestreo se dividió por el 
mayor número de avistamientos registrados para obtener la fracción visible observada:  

p =  / valor mayor de avistamientos durante los muestreos.
El tamaño poblacional (n) se estimó mediante la fórmula propuesta por Messel, et 

al. (1981):

dónde  es el valor promedio del número de cocodrilos observados, p es la fracción 
visible y s es la desviación estándar. Se utilizaron los valores obtenidos a partir de los dos 
métodos de la fracción visible para calcular el tamaño poblacional, seleccionando el menor 
(subestimación de la población).

Resultados
En las cuatro rutas en el bajo Canal del Dique se recorrieron 14 ciénagas y diez caños y se 
abarcaron aproximadamente 215 km (Ẋ=14,3 ± 5,9 km), con un esfuerzo de 71 horas de 
muestreo nocturno a lo largo de los cinco meses de muestreo (Tabla 1). 

Se hicieron 332 avistamientos, 306 de C. c. fuscus y 26 de C. acutus.

Crocodylus acutus
Durante el período de estudio la abundancia relativa promedio de C. acutus en el bajo 
Canal del Dique fue de 0,12 avistamientos/km. En noviembre se obtuvo el valor más 
bajo de abundancia (0,10 avistamientos/km), en tanto que en febrero se registró el valor 
máximo (0,26 avistamientos/km), el cual disminuyó drásticamente en marzo (Figura 2). 
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Figura 2. Clases de tamaño de Crocodylus acutus registradas en las rutas 1 y 4

Se registraron individuos de todas las clases de tamaño, siendo los de clase V los más 
avistados (nueve avistamientos), y los de clase I, los menos avistados (un avistamiento). 

En cuanto a las rutas, solo hubo avistamientos de C. acutus en las rutas 1 y 4. En 
la ruta 1 se registraron, en promedio, 0,13 avistamientos/km (mínimo 0,1 y máximo 
0,2 avistamientos/km), siendo diciembre el mes con mayor abundancia relativa (0,2 
avistamientos/km); solo se registraron avistamientos de ejemplares de la clase I (un 
avistamiento, 17 %), de la clase II (tres avistamientos, 50 %) y de la clase III (dos 
avistamientos, 33 %) (Figura 2). En la ruta 4 la abundancia relativa promedio fue de 
0,75 avistamientos/km (mínimo 0 y máximo 1,5 avistamientos/km), siendo febrero el 

Tabla 1. Abundancia de las dos especies de crocodílidos registrada en los corregimientos de Puerto Badel y Correa, departamento de Bolívar. 

Mes Especie Clases
Número de individuos observados

Ruta 1 Ruta 2 Ruta 3 Ruta 4 Total

Noviembre
C. c. fuscus I, II 2 ˗ ˗ ˗ 2
C. acutus II 2 ˗ ˗ ˗ 2

Diciembre
C. c. fuscus I, II, III, IV 3 15 29 82 129
C. acutus I, II, III, IV, V 3 0 0 4 7

Enero
C. c. fuscus I, II, III 15 14 11 38 78
C. acutus III, IV, V 1 0 0 6 7

Febrero
C. c. fuscus I, II, III ˗ 5 15 38 58
C. acutus II, IV, V ˗ 0 0 10 10

Marzo
C. c. fuscus I, II, III ˗ 3 12 24 39
C. acutus ˗ ˗ 0 0 0 0

Total
C. c. fuscus I, II, III, IV 20 37 67 182 306
C. acutus I, II, III, IV, V 6 0 0 20 26

26 37 67 202 332

(*): no se hizo recorrido.
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mes con el valor más alto (1,52 avistamientos/km) y diciembre el del valor más bajo (0,61 
avistamientos/km); no se registraron avistamientos de individuos de la clase I, hubo un 
avistamiento de la clase II (5 %), tres de la clase III (15 %), siete de la clase IV (35 %) y 
nueve de la clase V (45 %).

La fracción visible calculada con el método de King, et al. (1990) fue de 0,37 y el 
tamaño de población estimado fue de 14,07 ± 7,67. Con el método de Messel, et al. (1981) 
la fracción visible fue de 0,52 y el tamaño poblacional estimado, de 10 ± 5,45. Por lo tanto, 
subestimando la población, el tamaño poblacional (n) de C. acutus osciló entre 5 y 15 
ejemplares (n=10 ± 5,45) en la zona estudiada del bajo Canal del Dique durante el período 
de noviembre de 2015 a marzo de 2016.

Caiman crocodilus fuscus
La abundancia relativa promedio de C. c. fuscus durante los cinco meses de muestreo fue 
de 1,42 avistamientos/km. En noviembre se registró el valor más bajo (0,1 avistamientos/
km) y en diciembre el máximo registrado durante el estudio (3,81 avistamientos/km) 
(Figura 3). Se encontraron las cuatro categorías de tamaño establecidas para esta especie; 
el mayor número de ejemplares se registró en la clase II (149 individuos, 48,7 %), seguida 
de la clase III (14 individuos, 4,6 %), en tanto que de la clase I se avistaron 138 individuos 
(45,1 %) y de la clase IV, un solo individuo (0,3 %); cuatro babillas se incluyeron en la 
categoría “solo ojos” (1,3 %).

En cuanto a las rutas, en la ruta 1 el máximo valor se obtuvo en enero (0,75 avistamientos/
km) y el más bajo en noviembre (0,10 avistamientos/km). La clase dominante fue la II (27 
avistamientos, 73 %), luego la I (9 avistamientos, 24 %) y la clase III (1 avistamiento, 3 %); 
no se observaron individuos de las clases IV y V. En la ruta 2 hubo una abundancia relativa 
promedio de 0,76 avistamientos/km, con el mínimo en marzo (0,25 avistamientos/km) y el 
máximo en diciembre (1,22 avistamientos/km); en la clase I se registraron 16 avistamientos 
(24 %), en la II, 46 (68 %), en la clase III se registraron 3 (5 %); a dos ejemplares no se 
les pudo estimar la longitud total y se incluyeron en la categoría “solo ojos” (3 %). En la 
ruta 3 el promedio de la abundancia relativa fue de 0,84 avistamientos/km, con el mínimo 
en enero (0,55 avistamientos/km) y el máximo en diciembre (1,45 avistamientos/km); la 

Figura 3. Abundancias relativas mensuales de Caiman crocodilus fuscus en las rutas de muestreo
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clase dominante fue la II (18 avistamientos, 90 %), seguida de la clase I (dos avistamientos, 
10 %); no se avistaron individuos de las clases III y IV. Por último, en la ruta 4 el valor 
máximo de abundancia relativa se obtuvo en diciembre (12,42 avistamientos/km) y el más 
bajo en marzo (3,64 avistamientos/km), con un promedio de 6,89 avistamientos/km. En la 
clase I se obtuvo el mayor número de avistamientos (111 avistamientos/km, 61 %), seguida 
de la II (58 avistamientos, 32 %), la III (10 avistamientos/km, 5 %); hubo un avistamiento 
de la clase IV (1 %) y dos de “solo ojos” (1 %).

Con el método de King, et al. (1990) la fracción visible fue de 0,37 y el tamaño 
poblacional estimado de 163,24 ± 25,64. Con la fórmula de Messel, et al. (1981) la fracción 
visible fue de 0,47 y el tamaño poblacional de 129 ± 20,26. Subestimando la población de 
C. c. fuscus en el bajo Canal del Dique, el tamaño poblacional estimado durante el período 
de noviembre de 2015 a marzo de 2016 osciló entre 109 y 149 ejemplares (n=129 ± 20,26). 

Discusión 
Este estudio aporta información sobre la abundancia, la distribución y la estructura de las 
poblaciones de caimanes aguja y babillas del bajo Canal del Dique, la cual es fundamental 
para su conservación a nivel local y regional. 

La abundancia relativa promedio de C. acutus (0,12 avistamientos/km) es una de las 
más bajas registradas en el país. En el Caribe colombiano los mayores valores se han 
encontrado especialmente en parques nacionales: 7,78 individuos/km en el Parque Natural 
Nacional Vía Isla de Salamanca, Magdalena (Balaguera-Reina & González-Maya, 
2009); 5,17 individuos/km en el de Paramillo, Córdoba (Viloria-Lagares, et al., 2017) y 
en zonas con por lo menos un sector de manejo especial: 1,37 avistamientos/km en bahía 
Portete, Guajira (De la Hoz-Villareal, et al., 2008), y 1,09 avistamientos/km en bahía 
de Cispatá, Córdoba (Ulloa-Delgado & Sierra-Díaz, 2006). La abundancia también fue 
más baja que la encontrada en el interior del país: 1,30 avistamientos/km en Norte de 
Santander (Ulloa-Delgado, 2011), y 1,07 avistamientos/km en el río Ermitaño, en Boyacá 
y Santander (Barrera, 2004). La mayor cantidad de avistamientos de C. acutus se presentó 
en y cerca de la ciénaga del Rosario, en Correa, un área poco intervenida y de complicado 
acceso. Estas condiciones de aislamiento y poca circulación humana parecen favorecer 
el resguardo de muchas especies de fauna silvestre, incluidos los crocodílidos (Ulloa-
Delgado & Sierra-Díaz, 2012), especialmente por la desarrollada vegetación manglárica 
(Ulloa-Delgado & Sierra-Díaz, 2012). 

Durante los meses de muestreos se recogieron en repetidas ocasiones los comentarios 
de pescadores artesanales y trabajadores de las empresas (C.I. OCEANOS S.A.) en el 
sentido de que los ejemplares adultos y subadultos de C. acutus se desplazaban desde 
las ciénagas y caños en estudio a las piscinas de engorde de camarón de las empresas 
camaroneras ubicadas en el centro de la ruta número 3 (Figura 1), posiblemente en 
búsqueda de alimento, como ya lo habían reportado Ulloa-Delgado & Sierra-Díaz (2002) 
en la camaronera Agrosoledad, en la zona de Cispatá. 

La estructura de clases de C. acutus en toda el área de estudio incluyó todos los 
tamaños, con un 62 % de la población total para las clases V y IV; en menor medida 
se registraron subadultos (35 % de las clases III y II) y juveniles (4 % de la clase I). El 
bajo registro de subadultos avistados puede deberse a que este grupo posee altas tasas de 
crecimiento, alta mortalidad natural de juveniles o ciertos niveles de marginación por la 
acción de los adultos (Thorbjarnarson, 1989; Sasa & Chávez, 1992; Brandon-Pliego, 
2007) y, además, los juveniles pueden haberse quedado escondidos en la vegetación 
manglárica y escapar de la detección durante los conteos (Platt & Thorbjarnarson, 
2000); esto contrasta con lo registrado por Ulloa-Delgado (2011) en Norte de Santander 
donde avistó un mayor porcentaje de individuos de las clases I, II y IV. 

El tamaño poblacional de C. acutus en el área de estudio osciló entre 5 y 15 ejemplares, 
con una abundancia absoluta de 26, lo cual se acerca al reportado por Barrera (2004) 
en el río Ermitaño entre Boyacá y Santander (14 individuos); por Balaguera-Reina & 
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González-Maya (2009) en la Vía Parque Isla de Salamanca (14 individuos); por Farfán-
Ardila (2013) en el PNN Tayrona (34 individuos), y por Viloria-Lagares, et al. (2017) en 
el PNN Paramillo (37 individuos), aunque más bajo que lo reportado por Ulloa-Delgado 
(2011) en cuatro ríos de Norte de Santander (196 individuos); por Hernández-Hurtado, 
et al. (2011) en los sistemas estuarios de San Blas, Nayarit, México (333 individuos), y en 
la Reserva de la Biósfera La Encrucijada (2011) (1,023 individuos).

La abundancia relativa promedio de C. c. fuscus para las zonas de estudio en el bajo 
Canal del Dique (1,42 avistamientos/km) fue semejante a la de poblaciones aprovechadas 
e impactadas en la zona norte del embalse El Guájaro, departamento del Atlántico               
(2,32 individuos/km) (Agudelo & Vergara, 2005), en Vía Parque Isla de Salamanca                             
(1,37 ± 1,22 individuos/km) (Balaguera-Reina & Gonzalez-Maya, 2009), en la ciénaga 
de Zapatosa (0,56 ± 0,42 individuos/km) (Balaguera-Reina, 2012) y en ciénaga de 
Costilla, departamento del Cesar (2,60 ± 1,64 ind/km) (Balaguera-Reina, 2012), lo cual 
puede ser el resultado de su aprovechamiento ilegal.

Se observó una diferencia en la abundancia relativa promedio por mes entre las 
cuatro rutas estudiadas. En las rutas 1, 2 y 3, cercanas a Puerto Badel, no se registraron 
valores promedios de abundancias que alcanzaran la unidad; por otra parte, en la ruta 4 se 
encontraron valores mensuales de abundancia relativa considerablemente más elevados, 
con el pico más alto en diciembre (12,42 avistamientos/km). En el período en el que se 
realizaron los muestreos se presentó el fenómeno de El Niño 2015-2016 (IDEAM, 2015) 
con una de las mayores intensidades que se hayan documentado, lo que ocasionó que los 
niveles de agua bajaran en todos los sitios de monitoreo. En Puerto Badel, los caños y 
ciénagas son transitadas casi a diario por pescadores del corregimiento y otros pueblos 
aledaños. Así pues, el contacto constante con lanchas, ruido de motores, pescadores y 
cazadores, genera cambios en el comportamiento de los ejemplares que, de alguna manera, 
afectan la determinación poblacional porque se tornan huidizos y difíciles de avistar (Ron, 
et al., 1998). Por otro lado, en el caso de la ciénaga del Rosario (ruta 4), donde ha habido 
poca presión de caza, los animales son más fáciles de contar (Ron et al., 1998).

La estructura poblacional de C. c. fuscus en toda la zona de estudio fue similar a 
la registrada en el Caribe y la cuenca del Magdalena por otros autores, quienes también 
observaron una estructura de tamaños típica de poblaciones sujetas a aprovechamiento, 
en la que prevalecen individuos de tallas menores (clases I y II), algunos ejemplares 
de la clase III pocos o ningún individuo de la clase IV (Barahona, et al., 1996; Ulloa-
Delgado & Cavanzo-Ulloa, 2003; Agudelo & Vergara, 2005; Forero-Medina, et al., 
2006; Ardila-Robayo, et al., 2009; Balaguera-Reina, et al., 2010; Moreno-Arias, et 
al., 2013). Asimismo, la estructura poblacional registrada coincide con lo encontrado para 
toda el área del Caribe por Rodríguez-Melo (2000), que, según los criterios establecidos 
por Velasco & Ayarsagüena (1995), corresponde a la típica de poblaciones explotadas. La 
poca presencia de individuos de las clase III y IV en las rutas 1, 2 y 3 podría indicar cierta 
presión de caza sobre las tallas comercialmente aptas (60 a 130 cm), como lo menciona 
Balaguera-Reina (2012). El hecho de que en la ruta 4 se encontraron en mayor proporción 
ejemplares de la clase I indica que la especie se reproduce exitosamente y demuestra que 
condiciones favorables de hábitat y alimentación para la reproducción (Forero-Medina, 
et al., 2006).

La población de C. c. fuscus en toda el área de estudio fluctuó entre 109 y 149 
ejemplares, con una abundancia absoluta de 306 avistamientos en el área de estudio en 
el bajo Canal del Dique. Moreno-Arias, et al. (2013) detectaron 464 babillas durante 
todo el muestreo en las zonas del río Magdalena en el departamento de Cundinamarca; 
Balaguera-Reina, et al. (2010), por su parte, registraron 226 ejemplares en el río Atrato 
en el Chocó. Además, el valor obtenido en la zona de estudio fue mayor que el registrado 
por Viloria-Lagares, et al. (2017) en el PNN Paramillo (12 individuos), por Balaguera-
Reina (2012) en la ciénaga de Zapatosa (35 individuos) y en la ciénaga de Costilla (81 
individuos) en el departamento del Cesar, y por Balaguera-Reina & González-Maya 
(2009) en la Vía Parque Isla de Salamanca (82 individuos).
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Se considera que las poblaciones de crocodílidos sujetas a extracción permanente 
tienen cierta tendencia a localizarse en los sitios más alejados y ocultos para el hombre, 
por lo que su observación es difícil (Medem, 1981; Ulloa-Delgado & Cavanzo-Ulloa, 
2003), por ello se pudo encontrar una población más grande tanto de babillas como de 
caimanes en la ciénaga del Rosario que en el caño Correa y la población en las rutas 1, 2 
y 3 de Puerto Badel, donde, a pesar de tener características óptimas para el desarrollo de 
los individuos, se reduce su presencia, principalmente de adultos, por el constante flujo 
humano (Medem, 1981; Ulloa-Delgado & Cavanzo-Ulloa, 2003).

Se puede afirmar que hay diferencias en la abundancia relativa de las poblaciones de 
C. c. fuscus y C. acutus en las rutas y sitios de muestreo, aparentemente determinada por 
la diferencia de tamaño de las rutas, la cercanía de los asentamientos humanos, la cacería 
y la oferta trófica, entre otros.

En la estructura poblacional de C. acutus en la ruta 4 del municipio de Correa pre-
dominaron los adultos (clases V y IV), por lo que es probable que se presente un aumento 
progresivo en el tamaño poblacional cuando se den los procesos reproductivos en el grupo 
de adultos. Sin embargo, es fundamental continuar monitoreando con métodos de captura 
y recaptura para determinar el sexo de los individuos y establecer la dinámica de esta 
población. En general, no es posible estimar de forma precisa el estado la población de C. 
acutus en el área de estudio debido a los pocos registros (26) en una extensión tan amplia 
de espejo de agua (215 km) y a la escasez de individuos de todas las clases de tamaño.

Los corregimientos de Correa y Puerto Badel presentan las condiciones propicias para 
el desarrollo de las poblaciones de crocodílidos por su la alta disponibilidad de hábitats y 
de afluentes hídricos, lo que influye en los cuerpos de agua.
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Resumen
La literatura relacionada con las tareas zoológicas de la Expedición Botánica en el Nuevo Reino 
de Granada es muy escasa y, a diferencia de las labores realizadas en botánica, es indiscutible 
que no se produjo el mismo nivel de conocimiento. Pese a que existen registros del inventario del 
material zoológico neogranadino enviado a Madrid y a otros museos de Europa entre 1776 (primera 
remesa zoológica hecha por José Celestino Mutis) y 1816 (repatriación a España del material que 
había conformado la Expedición), se desconoce el destino final de la mayoría de las muestras e 
ilustraciones. Sin embargo, gracias a los manuscritos, cartas, diarios, actas y memorias publicadas 
por autores contemporáneos de la obra mutisiana, es posible reconstruir los hechos más notables de 
los trabajos zoológicos realizados en el marco de la Expedición Botánica (1783-1816). Aunque Mutis 
creó la sección de Zoología, los estudios llevados a cabo no fueron producto de un trabajo colectivo, 
sistemáticamente planificado, ni con grandes asignaciones de recursos físicos o financieros. 

En este ensayo se detallan los principales reportes zoológicos de acuerdo con la cronología 
de la Expedición y con base en los trabajos de José Celestino Mutis, Jorge Tadeo Lozano, Fray 
Diego García y Francisco José de Caldas, considerados los artífices del conocimiento faunístico 
en la Nueva Granada en la transición del siglo XVIII al siglo XIX. También se dan a conocer 
algunas especies animales registradas en los inventarios de la época, con lo que, sin lugar a dudas, 
se cumplieron labores importantes, como la recolección, preservación, clasificación, descripción 
e identificación de especímenes, con anotaciones geográficas y de comportamiento de las espe-               
cies reconocidas. 
Palabras clave: Colombia; Expedición Botánica; Zoología; fauna.

Abstract
The literature related to the zoological reports of the Botanical Expedition to the New Kingdom 
of Granada is very scarce and, unlike the work done in botany, it is indisputable that the same 
level of knowledge did not occur. Although there are records of the inventory of zoological material 
sent from the Vice-royalty of Nueva Granada to Madrid and other museums in Europe between 
1776 (first zoological consignment made by José Celestino Mutis) and 1816 (repatriation to Spain 
of the material produced by the Expedition), the final destination of the samples and illustrations 
is unknown. However, thanks to the manuscripts, letters, diaries, acts, and memoirs published by 
contemporary authors of Mutis’ work, it is possible to reconstruct the most notable facts of the 
zoological studies carried out within the framework of the Botanical Expedition (1783-1816). 
Although Mutis created the Zoology section, the studies carried out were not the result of collective 
and systematically planned work, or with large allocations of either physical or financial resources.

In this essay, we detail the main zoological reports following the chronology of the Expedition 
based on the works of José Celestino Mutis, Jorge Tadeo Lozano, Fray Diego García, and Francisco 
José de Caldas, considered as the architects of wildlife knowledge in the Nueva Granada in the 
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transition from the 18th to the 19th century. Some animal species recorded in the inventories of the 
time are also disclosed. Undoubtedly, important work was accomplished, such as the collection, 
preservation, classification, description, and identification of specimens along with geographical and 
behavioral annotations of the recognized species.
Keywords: Colombia; Botanic Expedition; Zoology; wildlife.

Referentes históricos de los estudios zoológicos en el Nuevo Reino 
de Granada (siglo XVIII)
La Real Expedición Botánica del Nuevo Reino de Granada fue el primer programa de 
investigaciones en Historia Natural de la actual Colombia, creado bajo el modelo de 
la investigación naturalista impartido en la Europa del siglo XVIII. Se forjó gracias al 
liderazgo del médico y botánico gaditano José Celestino Mutis (1732-1808), quien llegó 
a la Nueva Granada el 24 de febrero de 1761. En esta empresa se involucraron otras áreas 
distintas a la botánica, como la Zoología, la Astronomía, la Geografía y la Mineralogía. 

Los estudios zoológicos neogranadinos que se cumplieron en el marco de la 
Expedición Botánica entre 1783 y 1816 reflejan el interés de la Europa de los siglos 
XVIII y XIX de recolectar, inventariar, clasificar y depositar en sus gabinetes y museos 
especímenes de plantas y animales. Estas tareas consolidaron la Historia Natural como 
un paradigma del conocimiento para describir e interpretar la composición y el orden de 
la naturaleza. 

Uno de los objetivos de Mutis era incluir en su obra expedicionaria un inventario 
zoológico realizado en el Nuevo Reino de Granada para su publicación en Madrid. Ello 
presuponía que en América se llevaría a cabo casi la totalidad del trabajo científico, es 
decir, la recolección, el montaje de muestras zoológicas, su descripción y clasificación, 
así como el dibujo y la ilustración. A pesar de que algunas de estas tareas se cumplieron 
parcialmente, nunca estuvieron a la altura de los estudios botánicos, aunque sus pro-
ductos, sin publicarse oportunamente, alcanzaron una iconografía admirable reconocida 
mundialmente (Díaz-Piedrahita, 1997).

Para entender la génesis del conocimiento zoológico en el país a mediados del siglo 
XVIII, podemos mencionar los siguientes cuatro referentes históricos importantes.

Las expediciones en el marco de los estudios sobre Historia Natural. Iniciadas en 
España desde la época de las cortes de Carlos V (1516-1556) y Felipe II (1556-1598), se 
fortalecieron con Carlos III (1759-1788), quien halló en esta rama del saber un instrumento 
idóneo para el expansionismo político de la monarquía española y la necesidad de abastecer 
el Gabinete de Historia Natural y de poner a prueba la utilidad económica de productos 
naturales como la cochinilla, la quina, la cera de palma, el canelo, el guayaco, diversas 
maderas, bálsamos y aceites, entre otros (Puerto-Sarmiento, 2000).

Las publicaciones de catálogos e ilustraciones zoológicas. Las del conde de Buffon 
(1707-1788), por ejemplo, estimularon el emprendimiento de los inventarios zoológicos, 
con descripciones taxonómicas detalladas y otros aspectos de Historia Natural (Buffon, 
1749). Aunque la influencia del pensamiento evolucionista sobre los organismos vivos 
de Jean-Baptiste de Monet, caballero de Lamarck (1744-1819) solo se dio luego de la 
publicación de su Filosofía Zoológica en 1809 (De Monet, 1986), este recibió un gran 
apoyo de Georges Cuvier (1769-1832) para acometer sus conocidos estudios sobre los 
animales invertebrados. Buffon, Lamarck y Cuvier fueron citados en los prolegómenos de 
la Fauna Cundinamarquesa reportada por Jorge Tadeo Lozano (1771-1816) (Universidad 
Jorge Tadeo Lozano-UJTL, 2014), siendo el último de los autores un exponente fun-
damental del desarrollo de la Historia Natural en la Nueva Granada.

La publicación en 1758 de la décima edición del Systema Naturae de Carl Linneo 
(1707-1778). En esta obra el autor propuso un nuevo sistema de clasificación para los ani-
males basado en la referencia binomial. El uso de esta influyente obra permitió inventariar 
las faunas regionales en los territorios de la América meridional. José Celestino Mutis y 
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Jorge Tadeo Lozano se refirieron a la utilidad de esta obra en los estudios faunísticos de 
la Expedición (Archivo del Museo Nacional de Ciencias Naturales - ACN002333/435, 
1818; UJTL, 2014) (Figura 1).

El conocimiento zoológico durante la primera década del siglo XX quedó adscrito 
a las distintas disciplinas que hoy conocemos en el ámbito de las ciencias de la vida 
(morfología, embriología, fisiología, ecología, genética, evolución, etc.). Por lo tanto, los 
estudios de Historia Natural desarrollados hacia fines del siglo XVIII e inicios del siglo 
XIX perdieron la fuerza disciplinaria gestada en el seno del movimiento intelectual más 

a)

c)

b)

d)

Figura 1. El Systema Naturae (Carl Linneo. Suecia. 1758, Tomo I.), obra muy influyente en los 
estudios de Historia Natural para el conocimiento de la fauna mundial a finales del siglo XVIII. a) 
Portada de la obra. b) Diagnosis taxonómica del reino Animal (página 9). c y d) Grupos animales 
definidos a nivel de clase taxonómica (páginas 12-13)
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importante del siglo XVIII, como fue la Ilustración (Tewbury, 2014). Paralelamente, se 
han continuado áreas del conocimiento formalmente dirigidas hacia los distintos grupos 
animales como la entomología, dedicada a los insectos; la aracnología, que estudia los 
arácnidos; la malacología, dedicada a los moluscos; la ictiología o estudio de los peces; 
la herpetología, dedicada a los anfibios y reptiles; la ornitología o estudio de las aves y la 
mastozoología, que estudia los mamíferos. Este ordenamiento resulta útil para determinar 
y evaluar los desarrollos históricos de las diferentes especialidades zoológicas y el papel 
que tuvieron, particularmente en nuestro país, en el marco de la Expedición Botánica de       
la Nueva Granada, calificada como el primer programa científico de este territorio. 

Las labores zoológicas en la Expedición Botánica se derivaron principalmente de los 
trabajos de José Celestino Mutis, Jorge Tadeo Lozano, Fray Diego García y Francisco José 
de Caldas (Figura 2). Estas labores se basaban en la recolección, descripción, clasificación, 
identificación taxonómica e ilustración de los ejemplares, y se acompañaban de anotaciones 
sobre la distribución geográfica y el comportamiento de las especies reconocidas. También 
se cumplieron tareas de remisión de muestras zoológicas a los Gabinetes de Madrid y a 
Upsala (Blanco-Villero, 2008).

Los inventarios zoológicos de José Celestino Mutis (1760-1808) 
José Celestino Mutis fue, ante todo, un naturalista integral; reconoceremos aquí especial-
mente sus tareas zoológicas en el marco de la cronología de la Expedición por las revela-
ciones de sus cartas y diarios, así como a partir de algunos datos publicados por estudiosos 
de la obra mutisiana (Vezga, 1936; Uribe, 1953; Jara, 1981; Hernández de Alba, 1983a; 
Hernández de Alba, 1983b; Schumacher, 1984; Amaya, 1986; Gomis & Fernández, 
1986; Gómez-Gutiérrez, 1998; Restrepo, et al., 1993; Gómez-Gutiérrez,1998; Pérez-
Arbeláez, 1998; Amaya, 2005; Banco-Villero, 2008). Desde el punto de vista zoológico el 
trabajo de Blanco-Villero (2008) representa hoy la fuente de conocimiento más completa 
sobre los distintos grupos zoológicos abordados en la Expedición.

Llegada de España y establecimiento en la Nueva Granada              
(1761-1776)
Aunque se había dispuesto desde España su oficio como médico cirujano del virrey Pedro 
Messía de la Cerda (1700-1783), Mutis llegó a la Nueva Granada con el proyecto de 
obtener el mayor conocimiento posible en Historia Natural, aspecto que Blanco-Villero 
describe de la siguiente forma:

Es evidente que la mayoría de las anotaciones del Diario corresponden a hallazgos y 
descripciones botánicas, pero desde luego no son las únicas. El Diario está plagado 
de otro tipo de observaciones: médicas, etnográficas, paisajísticas, episódicas y por 
supuesto zoológicas.
Basta leer algunos de los pasajes del Diario para darse cuenta [de] que todo 
interesa a Mutis; desde la meteorología a la geología, desde las costumbres a las 
supersticiones, desde los animales a las plantas. Desde muy pronto podemos ver que 
el gaditano sigue una metodología en lo que a animales y plantas se refiere y esta 
metodología va siendo perfeccionada a medida que se avanza en su lectura (Blanco-
Villero, 2008:14).

En el Diario de Mutis existen anotaciones de sus primeras observaciones zoológicas a 
su arribo a la Nueva Granada (altamar) y posteriormente a Santafé; registra por primera 
vez tiburones (clase Chondrichthyes), caimanes (Caiman crocodilus), tortugas del 
Magdalena (Podocnemis spp.), aves mochileras (Psarocolius decumanus) y toninas 
(familia Delphinidae) (ARJBM-CSIC, 1760-1808a). Desde julio de 1761 inició su 
correspondencia con Linneo y en una primera carta le recomendó emprender el estudio de 
las hormigas para poder acceder a la membresía de la Academia de Ciencias de Upsala. 
Mutis relata en su diario lo acontecido con Linneo:



Amat-García G, Agudelo-Zamora HD

198

doi: http://dx.doi.org/10.18257/raccefyn.1016
Rev. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat. 44(170):194-213, enero-marzo de 2020 

Me encarga especialísimamente que trabaje en describir las especies de hormigas, sus 
costumbres y economía, y que al punto le remita mis trabajos, para ser admitido en 
el número de aquellos sabios. Con esta noticia no tardé en registrar mis manuscritos, 
y me hallé con el gusto de haber recogido 13 especies de hormigas, que habitan las 
orillas del río de la Magdalena (citado en Blanco-Villero, 2008:15).
Pero la extensión de este trabajo mirmecológico lo desarrollaría Mutis en firme solo 

hasta 1777 con ocasión de su traslado a la Provincia de Mariquita, donde se cumplieron 
sus exploraciones en la región de la Mina Real del Sapo, concretamente en el lugar que él 
mismo denominó el “Cerro de las hormigas” (Wilson & Gómez, 2010:75).

En 1761 se dio a la tarea de realizar los primeros inventarios de aves y peces que se 
conocen para el país (ARJBM-CSIC, 1761); en esta oportunidad Mutis clasificó bajo 
nombres vernáculos cerca de 81 especies de aves (Figura 3a) y 39 especies de peces 
asociadas todas estas con el río Magdalena (Agudelo-Zamora, 2019). Enumeró por 
primera vez especies de peces registradas actualmente para las cuencas del Magdalena 
y el Cauca, como el “bocachico” (Prochilodus magdalenae), el “barbudo” (Pimelodus 
sp.), la “doncella” (Sorubim cuspicaudus), la “dorada” (Brycon spp.), la “mojarra” 
(Caquetaia sp.), entre otros (Figura 3b). Agudelo-Zamora (2019) elaboró una lista de 
nombres científicos válidos basada en los nombres vernáculos de peces registrados por 
Mutis para la Nueva Granada y relacionó los nombres comunes con aquellos validados 
por la taxonomía actual. De forma similar, listó aves como el “gallinazo” (Vultur sp.), 
el paujil (Crax sp.), el “gallo de ciénagas” o “gallinazo negro” (Coragyps atratus), 
el “guazale” o tucán (Ramphastus swainsonii) y el “copetón” (Zonotrichia capensis), 
entre otras. 

En 1764, bajo la autorización de Clemente XIII, Mutis se ordenó como sacerdote, sin 
suspender sus funciones de médico en la Nueva Granada; a estas actividades se sumaron sus 
cátedras en el Colegio del Rosario y, por supuesto, las tareas zoológicas de la Expedición. 
En 1766 le enviaría a Linneo una primera remesa con insectos. El 16 de enero de 1767 
Linneo le agradece el envío con estas palabras:

Conviene así pues que yo os mande mis agradecimientos más grandes y calurosos por 
una colección tan extraordinaria de insectos rarísimos que jamás he recibido de nadie 
de tierras lejanas. ¡Si solamente supiera como expresar mi reconocimiento para no 
morir como un ingrato… Siento que estos insectos hayan llegado después de la nueva 
edición del Systema Naturae…! (citado en Blanco-Villero, 2008:18).

Figura 2. Tres de los artífices de las tareas zoológicas realizadas en el marco de la Real Expedición 
Botánica del Nuevo Reino de Granada (1783-1816). a) José Celestino Mutis (óleo sobre tela de 
Ricardo Gómez Campuzano, 1947. Archivo histórico ICN). b) Jorge Tadeo Lozano (óleo sobre tela 
de Roberto López Ocampo. Museo Nacional de Colombia. c) Francisco José de Caldas (óleo sobre 
tela de autor desconocido, 1837. Colegio Mayor del Rosario).

a) b) c)
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En 1773 Mutis le envió a Linneo una segunda remesa, con la inclusión de aves 
disecadas mediante un método de preservación rudimentario en el que se vaciaban los 
intestinos y se rellenaba cada ejemplar con algodón embebido en polvos de tabaco y 
pimienta (Hernández De Alba, 1983b; Blanco-Villero, 2008). Entre las aves enviadas 
figuraban la “tijereta pequeña de Bogotá” (Tyrannus savana), la “pollita de agua” (Fulica 
sp.) y el “coclí negro” (Ardea sp.).

Permanencia en la Provincia de Mariquita (1777–1790)
En 1777, como parte de sus actividades en las Minas Reales del Sapo y Coello (1777–
1783), Mutis remitió un primer lote zoológico al Real Gabinete de Madrid para incre-
mentar sus existencias, lo que ayudaría a superar en riquezas naturales a los Gabinetes de 

Figura 3. Listados de (a) aves, y (b) peces del río Magdalena, elaborados por José Celestino Mutis 
(1761), en los cuales se incluyen reptiles. Fuente: Archivo del Real Jardín Botánico-CSIC 1761. Div. 
III, 11, 1, 2 ©

a)

b)
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Italia, Suecia, Inglaterra e, incluso, Francia. Esta remesa contenía dos especies de prima-
tes (macaco negro de los Andaquíes y macaco verdoso pequeño), unas plumas de cóndor 
(Vultur gryphus), y diversos insectos como gorgojos (Curculionoidea) y escarabajos 
(Scarabaeidae) (Amaya, 1999).

En 1778 una reveladora misiva de Mutis a Peter Jonas Bergius (1730–1790), reco-
nocido botánico y pteridólogo sueco, le manifiesta que gracias al tiempo disponible y a su 
pasión, logró concentrarse en esta época en su trabajo mirmecológico:

Olvidaba participarte que cerca de dos años ha que me hallo en estas Minas de 
Ibagué, dirijiendo el establecimiento de ellas y logrando un dulcísimo descanso. Con 
este motivo ha podido perfeccionar muchas cosas de Historia Natural y entre ellas 
cuento la Historia de las Ormigas de América, obra que desde los principios de mi 
amistad con el caballero Linné comenzé por las instancias y ruegos de tan Grande 
Hombre para que concluida la remitiese a la Academia de Upsala, y fuese yo alistado 
entre los Sabios de aquella Academia por la interposición de mi grande favorecedor 
(citado en Blanco-Villero, 2008:24).
En efecto, Mutis dio a conocer en sus escritos de diario más de una centena de especies 

de hormigas reseñando aspectos de su taxonomía, distribución y comportamiento. Entre 
las especies de hormigas que más estudió están las “hormigas arrieras” (Atta spp.) y las 
“pataloas” (Eciton spp.); de ellas obtuvo importantes anotaciones de campo referentes 
a su distribución, conformación de nidos y comportamiento (Fernández, 2009; Wilson 
& Gómez-Durán, 2010). Otras especies mencionadas en su estudio corresponden a la 
“hormiga tigre” (Camponotus abdominalis), la “hormiga bizcochuelera” (Monomorium 
pharaonis), la “hormiga de la muerte” (Cephalotes atratus), la “hormiga guata” (Labidus 
caecus) y la “hormiga cucuncha” (Dolichoderinae), entre otras. 

Las memorias de su trabajo mirmecológico le permitieron a Mutis consolidar dos 
documentos importantes; el más nutrido fue el material prometido a Linneo para su 
inclusión en la Academia de Ciencias de Upsala (Suecia), pero tal y como lo indican Puig-
Samper, et al. (2004), este nunca fue enviado y se desconoce su destino final. El otro 
documento fue titulado por Mutis Observaciones sobre hormigas y comejenes hechas en 
Santafé de Bogotá; en 1872 estuvo en manos de Miguel Colmeiro, Jiménez de la Espada y 
otros naturalistas de la Real Sociedad Española de Historia Natural en Madrid, hasta que 
se publicó tres años después en el volumen 6 de la Revista Mensual de Filosofía, Literatura 
y Ciencias, editada en Sevilla, España (Wilson & Gómez-Durán, 2010). Mutis realizó 
otras observaciones entomológicas que incluían abejas y avispas (orden Hymenoptera), 
comejenes (orden Isoptera), chinches (orden Hemiptera), escarabajos (Coleoptera), grillos 
(Orthoptera), moscas (Diptera), mariposas y polillas (Lepidoptera).

Otras observaciones hacen referencia a reptiles, especialmente especies de ofidios 
del género Bothrops, entre los que se cuenta la “talla x” (Bothrops asper). Mutis había 
ordenado a los peones y a los herborizadores la recolección de toda serpiente que llegase 
a sus manos; luego mantenía los individuos vivos durante un corto tiempo para su estudio 
y examen para luego preservarlos en alcohol o aguardiente. También hay cortas reseñas de 
ofidios como la “petaca” (Boa constrictor) y la “toche” (Spilotes pullatus) y anfisbénidos 
como la “tatacúa” o “Cecilia” (Anphisbaena alba) (Echeverry, 1983). 

Según los diarios de Mutis (ARJBM-CSIC, 1760-1808), en 1777 obtuvo información 
sobre mamíferos de la región, entre los cuales se cuenta el “ulamá” (Herpailurus 
yaguarondi), el armadillo (Dasypus sp), el oso hormiguero (Myrmecophaga tridactyla), el 
“pecarí barbiblanco” (Tayassu pecari). Siete años después volvió a registrar otras especies 
de mamíferos como el “mono colorado capuchino” (Alouatta seniculus), el “perezoso” 
(Choloepus hoffmanni), el oso hormiguero (Myrmecophaga trydactyla), y la comadreja 
(Mustela spp).

El proyecto de Mutis (1783–1790) se consolidó con la promulgación de un decreto 
real que en 1783 avalaba la iniciación formal de las actividades con una asignación de 
recursos físicos y financieros en la provincia de Mariquita. En esta época sus anotaciones 
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mirmecológicas no tuvieron la intensidad de las actividades cumplidas en El Sapo. En 
1788 remitió una segunda remesa al entonces Real Gabinete de Ciencias de Madrid, que 
pasó a constituirse en el Museo de Historia Natural de Madrid en 1847. En esta remesa 
envió esqueletos de aves con sus nombres rotulados en el pico, algunos frascos con reptiles 
de varias especies preservadas en aguardiente y un panal grande construido en cera con 
algunas abejas (Gomis & Fernández, 1986).

Reinstalación en Santafé de Bogotá (1790-1808)
En este período Mutis se encargó de continuar con el inventario de ejemplares zoológicos. 
Como muestra de ello se tiene el Catálogo de Nombres de Paxaros en las cercanías de 
Santa Fé, listado en el que Mutis enumera cerca de 59 especies, de las cuales 34 nombres 
están relacionados con Santa Fé, seis clasificados como de tierra caliente, diez que se 
encuentran en Cartagena y nueve en Honda (ARJBM-CSIC, 1760–1808a) (Figura 3b).

En 1801 Mutis recibe la visita del barón Alexander von Humboldt, quien venía en 
compañía del botánico y médico francés Aimé Bonpland (Nieto, 2010; Amaya, 2013). 
Unos años después, Humboldt exaltó en su Diario la generosidad del sacerdote gaditano. En 
efecto, Mutis le facilitó toda la infraestructura de la Expedición, donándole descripciones, 
láminas y material biológico, especialmente botánico (Díaz-Piedrahita, 1997). Con res-
pecto al material zoológico, según Agudelo-Zamora (2019), le proporcionó al barón infor-
mación ictiológica que el propio Mutis había planeado publicar. Dicha información estaba 
relacionada con dos especies endémicas de la sabana de Santafé que posteriormente serían 
descritas por el mismo Humboldt como “capitán de la sabana” (Eremophilus mutisii) y 
“guapucha” (Grundulus bogotensis) (Humboldt, 1811; Humboldt & Valenciennes, 
1833) de forma semejante a la descripción del “capitán” realizada por el propio Mutis y 
hallada en el Archivo del Real Jardín Botánico-CSIC (1760–1808b), donde el gaditano 
se refería a un nuevo género (nov. gen) de pez (Apod.), conocido como Trichocephalus 
(género inédito); además, Mutis identificó esta especie con el nombre común de “Capitán”. 
Así, la comparación de las descripciones de Humboldt (1811) y de Mutis (ARJBM-CSIC, 
1760–1808b) revela un gran parecido:

EREMOPHILUS. APOD. CHAR. GENERICUS ESSENTIALIS. Corpus elongatum. 
Cirri maxillares 4, nasales semitubulosi 2. Pinna dorsalis et analis. Membrana 
branchiostega radiis 1-2. EREMOPHILUS MUTISII. Corpore elongato, plumbeo, 
caerulescenti, maculis daedaleis olivaceis variegato; operculi branchiostegi; 
duplicatura spinuloso-serrata. (Humboldt, 1811).
CAPITÁN. TRICHOCEPHALUS MUTIS (NOV. GEN). Apod. Cav. gen. esient., 
Branchial membrane. rad, tentacula cirrhiformia VI, quonum duo breviora (1 al 
oculos xxxx), nasalia. Pinna dorsalis. (ARJBM-CSIC, 1760–1808b).
El caso de la “guapucha” es similar al del “capitán”, ya que en el mismo documento 

Mutis menciona esta especie, descrita posteriormente por Humboldt y Valenciennes 
(1833). Sin embargo, en el documento Mutis solo se refiere al conteo de los radios y le 
asigna un epíteto al género, nombrándolo “guapucha”, cuyo autor es él mismo (Agudelo-
Zamora, 2019). Humboldt señaló que había observado esta especie en la casa del propio 
Mutis (Humboldt & Valenciennes, 1833). Esto permite afirmar que el documento escrito 
por Mutis sobre estas dos especies es anterior a la visita del barón en 1801; en esa oportunidad 
Mutis adoptó el nombre genérico de Atherina (Linneo, 1758: 315.), usado previamente por 
Linneo e incluido en el Systema Naturae de 1758. Esto último está evidenciado y soportado 
con lo descrito por Ozonas (2006), quien esclarece que Mutis contaba con dicha versión 
para asignarle el género a la “guapucha”. En este sentido, no puede asegurarse que haya 
habido algún tipo de sustracción por parte de Humboldt o Bonpland a Mutis, ya que como 
se ha indicado antes, Mutis les obsequió muchas láminas y material a los expedicionarios. 
Sin embargo, se ha puesto en duda la originalidad en las ilustraciones del expedicionario 
prusiano, como lo sugirió el propio Lagasca en su misiva del 3 de mayo de 1827 al barón, 
cuando este botánico español se encontraba en su exilio en Londres:
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Cierro esta carta, asegurando à V. que estoy firmemente persuadido que varios de los 
dibujos de las plantas publicadas por V. en sus obras tituladas Plantae aequinoctiales y 
Monographia Melastomae et Rhexiae son copias de los de la Flora de Bogotá, aunque 
por lo general más o menos recortados para acomodarlos al tamaño de la obra (citado 
en Puig-Samper, et al., 2004:86).
Los conocimientos zoológicos de Mutis, al contrario de la botánica, eran pobres 

y supeditados a los textos de soporte que tenía en su biblioteca (Amaya, 2012), entre 
los cuales se destaca el Systema Naturae de Linneo de 1759, obra que fue entregada en 
Cádiz por Fredrik Logie (1739–1785), discípulo de Linneo (Ozonas, 2009). Pasado un 
tiempo, Mutis también contaría con la doceava edición, ya que la menciona en su Diario 
de observaciones:

En la edición del año de 1767 del Systema Naturae, padeció la equivocación el 
Caballero Linné (Mutis, 1760–1790:207).

Fray Diego García, artífice del aprovisionamiento zoológico de la 
Expedición Botánica (1783–1789) 
En septiembre de 1783, año de la promulgación real de la Expedición Botánica, el arzo-
bispo virrey Antonio Caballero y Góngora encargó al clérigo Diego García, un religioso 
de la Orden Franciscana, la tarea de dar a conocer la existencia de animales en el territorio 
de la Nueva Granada conforme a los objetivos científicos de la Expedición. El clérigo 
concentró sus tareas zoológicas en el alto valle del río Magdalena. 

Por instrucciones de José Celestino Mutis, debía registrar en sus primeras correrías 
por las provincias de Neiva la presencia de especies, especialmente de peces, aves y 
mamíferos (Mantilla y Díaz-Piedrahita, 1992). En una carta del propio José Celestino 
Mutis a Fray Diego García, fechada en Santafé el 15 de mayo de 1784, señala:

[...] irá formando listas de todos los cuadrúpedos y pájaros por medio del compañero 
cazador, elegido a su arbitrio, que se le agrega para la consecución de estos animales.
En la adjunta instrucción impresa hallará el modo de abrir los animales para conservar 
las pieles, y el de rellenarlos interiormente con algodones del modo mejor a mantener 
y representar su estado natural. Los polvos que allí se citan para la conservación son 
muy fáciles de preparar en cualquier parte. 
Entre los cuadrúpedos se han de solicitar con especial cuidado el Mapurito, el 
Dormilón (remitido en la primera colección, a quien le falta la cabeza), todas las 
especies de perico-ligeros, osos hormigueros, el ulamá y la tunata (especie de runcho 
que lleva sus hijuelos sobre la espalda, enroscando sus colas con la madre). De estos 
determinadamente se desean el macho y la hembra. De todos los demás se advertirá 
solamente si es macho o hembra. 
Entre las aves, el buitre y el rey de gallinazos, macho y hembra. De las demás se 
advertirá siempre el sexo; bien que si hubiere alguna diferencia bien notable entre 
macho y hembra se hará todo empeño en recoger uno de cada sexo. 
Al abrir los pájaros para conservar la piel con las plumas, se advertirán las cosas 
siguientes:
El sexo por el ovario o los testículos. La figura de la lengua, y si es entera o partida 
en la punta. Los colores del ojo de la pupila (que vulgarmente llaman la niña) y el de 
la uva o bien el ruedo o espacio que la circunda. Estas tres cosas perecen después de 
disecado el animal, y es necesario apuntarlo al tiempo de hacer la conservación. La 
advertencia sobre el color de los ojos se tendrá también presente en los cuadrúpedos. 
Cada pieza conservada después de bien seca se deberá envolver en lienzo común para 
que no padezcan el pelo y pluma con las otras.
Se espera de la industria y celo del comisionado que desempeñará estos nuevos encar-
gos con su bien acreditada conducta (citado en Hernández de Alba, 1983a, II: 307–309).
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El religioso contratado por la Expedición tenía unas capacidades naturalistas especia-
les, aunque de formación autodidacta y con preferencias hacia la ornitología (Mantilla & 
Díaz-Piedrahita, 1992). Durante el período entre 1783 y 1789 Fray Diego García logró 
obtener la información más completa sobre la historia natural de más de 200 especies a 
partir del material recolectado de animales, entre los que se cuentan artrópodos, peces, 
anfibios, reptiles, aves y mamíferos. De ellos, el clérigo describió detalladamente dos 
especies de reptiles, 53 de aves y dos de mamíferos (Mantilla-Meluk, et al., 2014).

Los especímenes o sus muestras los remitía a Mutis desde la localidad donde los 
obtenía, junto con la información de campo que obtenía. Fray Diego García tuvo tan buen 
desempeño en su trabajo zoológico que el propio Mutis le escribía los siguientes comen-
tarios al arzobispo virrey Antonio Caballero y Góngora en carta del 18 de mayo de 1785:

Excelentísimo señor: en cumplimiento de la orden que se sirvió dar vuestra 
excelencia al Padre Fray Diego García para que pusiese en mi poder todas las 
producciones de Historia Natural que recogiese en su peregrinación por la provincia 
de Neiva, acaba de ejecutarlo personalmente, entregándome la relación que dirijo 
a vuestra excelencia y las contenidas producciones, que prontamente seguirán bien 
acondicionadas para su remisión a la Corte. Por la mencionada relación confirmará 
vuestra excelencia su acertada elección, pues con la mayor economía y celo del Real 
servicio sigue desempeñando este Padre la comisión (citado en Mantilla & Díaz-
Piedrahita, 1992a).
Entre los especímenes que Fray Diego García envió a Mutis también se encontraban 

ejemplares vivos, como lo menciona este en su carta del 27 de marzo de 1785 en la cual le 
hace, además, unas advertencias sobre la fauna:

Muy señor mío y siempre venerado dueño: por mano del oficial real D. Pedro 
Diago, dirijo ésta a que acompaño una Nutria lechona, que se alimenta con leche 
de vaca, plátano maduro, pan de trigo mascado y sobre todo pescado fresco que es 
el natural de ella. Acompaño siete patos carreteros, cuatro hembras y tres machos…
un Alcarabán…Asimismo un patico picisí (citado en Hernández de Alba, 1983b, 
III: 341–342).
En 1789, cuando tenía 49 años, Fray Diego García marcha a Mompóx, donde 

permaneció por cinco años en el convento hasta la fecha de su muerte, el 19 de mayo 
de 1794. Todo parece indicar que fueron 11 años los que dedicó Fray Diego García a la 
Expedición Botánica, de los cuales los últimos seis los concentró en sus tareas zoológicas 
(Mantilla & Díaz-Piedrahíta, 1992).

El botánico e historiador Santiago Díaz-Piedrahita calificó a Fray Diego García como 
el primer zoólogo sistemático del país por el rigor científico de muchas de sus descripciones 
(Mantilla-Meluk, et al., 2014), que no se limitaron a la simple reseña de las características 
externas de la especie, sino que se acompañaron de mediciones y anotaciones adicionales 
exhaustivas sobre los colores y comportamientos de los especímenes en vivo. Sobre el 
desempeño del clérigo zoólogo Díaz-Piedrahita comenta:

Aunque Fray Diego tenía la formación cultural y la inteligencia suficientes para 
realizar una labor sobresaliente en el campo de la historia natural, adoleció de 
formación científica; esta falla fue compensada con el esfuerzo personal y con una 
inclinación natural hacia el estudio de los seres vivos. No contó con mayores estímulos 
y su trabajo estuvo determinado por lealtad y obediencia hacia sus superiores, actitud 
propia de su condición de fraile (Díaz-Piedrahita, 2001:11).

Contribuciones zoológicas de Jorge Tadeo Lozano Maldonado de 
Mendoza (1803–1808)
Jorge Tadeo Lozano se vinculó a la Expedición Botánica en 1803, como auxiliar científico 
y director sustituto de la sección de Zoología. Su trabajo consistió en la coordinación de las 
tareas de colección, ilustración, descripción y clasificación de los animales del virreinato. 
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En 1806 se retiró a la hacienda de su familia, “El novillero”, para redactar el informe 
de su Fauna Cundinamarquesa (Figura 4), que fue dado a conocer posteriormente en el 
volumen 48 (páginas 347 y subsiguientes) del Semanario del Nuevo Reino de Granada, 
en 1809, bajo el título “Fragmento de una obra titulada: Fauna Cundinamarquesa, o 
descripción de los animales del Nuevo Reyno de Granada” (Lozano, 1809). Este estudio 
constituye el primer inventario zoológico publicado en el país. En el prólogo de la obra, 
Tadeo Lozano hace alusión a la escasez de recursos con los que se iniciaron las tareas 
zoológicas encargadas por la Expedición Botánica, aunque recibió donaciones tanto 
bibliográficas como de muestras zoológicas, y lo más importante para él, el apoyo de su 
jefe José Celestino Mutis, quien puso a su disposición sus pintores de láminas, su biblioteca 
y sus sabios consejos:

Yo solo, rodeado de dificultades, entregado a mis propias fuerzas, dirigido por mi 
corto talento y poco número de libros de mi pequeña biblioteca, y sin contar con 
otro auxilio pecuniario más que el que puede proporcionarme lo reducido de mi 
caudal, me animé a poner en ejecución este proyecto, pero apenas hacía algún tiempo 
que lo había puesto en planta, cuando la Providencia me facilitó algunos medios 
para desempeñarlo, con que yo jamás habría imaginado poder contar. En efecto, 
don Enrique Umaña, tan amigo mío como de las ciencias naturales que profesa, se 
desprendió gustoso de algunos libros selectos que podrían ilustrarme; don Ignacio 
Tejada, don Santiago Pérez Valencia, don Manuel Pardo y don José Ayarza se han 
encargado voluntariamente de hacer venir de las distintas provincias de que son 
oriundos sus respectivas producciones animales.
[...] No contento con haberme facilitado de antemano las empresas de esta naturaleza, 
formando excelentes pintores en la escuela gratuita de dibujo, que para el efecto 
sostiene a sus expensas, y de la cual han salido los que han ejecutado las láminas de 
esta obra, apenas supo que la había proyectado, cuando con la mayor generosidad se 
ofreció a ayudarme con sus sabios consejos, me franqueó su biblioteca copiosa y me 
comunicó muchos objetos que podía incluirse en ella (Lozano, 1809). 
En el tomo I de la Fauna Cundinamarquesa se referenciaron 37 especies de insectos, 

reptiles, aves y mamíferos, incluido el hombre, con la inclusión de algunas láminas (Tabla 
1) Jorge Tadeo Lozano pensaba adoptar como modelo para su Fauna Cundinamarquesa 

Figura 4. Primera página de la Fauna Cundinamarquesa dada a conocer por Jorge Tadeo Lozano. 
Santafé de Bogotá, 26 de diciembre de 1809. Fuente: Biblioteca Luis Ángel Arango, Colección 
Libros Raros. Bogotá.
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la obra de Carl Linneo Fauna Suecica (1746), pero se vio muy limitado, sobretodo en la 
obtención de un producto completo y terminado, por lo que resolvió que la estrategia más 
apropiada sería la de preparar los distintos tomos a medida que fuera progresando el estudio. 

Había contemplado que cada tomo se estructuraría con las descripciones taxonómicas 
de cerca de 20 especies, acompañadas de información sobre su historia natural y geográfica 
y de láminas ilustrativas, arregladas por clases y órdenes en el sentido linneano (UJTL, 
2014; Blanco-Villero, 2008). Este proyecto se modificó sustancialmente con la intención 
de incluir, además de la fauna silvestre, los animales domesticados. También se desvió del 
formato típicamente taxonómico al considerar la importancia del uso de la fauna por el 
hombre. Aunque sus propósitos de estudio fueron completamente válidos, se evidenció una 
debilidad en su formación como taxónomo al descartar todas las acepciones sinonímicas en 

Tabla 1. Listado de especies animales citadas en los estudios zoológicos en el marco de la Expedición Botánica del Nuevo Reino de Granada 
(1783-1816). § Este nombre no corresponde a la especie de Nueva Granada por tener un distribución asiática.

Clase taxonómica Nombre común citado por Mutis Nombre científico Referencia

Insecta Mojojoy Rynchophorus palmarum Mantilla & Díaz-Piedrahita (1992a)
Arriera Atta sp Wilson y Gómes, 2010
Escarabajo metálico gigante Euchroma gigantea Mutis, 1784
Nuche Dermatobia hominis Mutis, 1784
Pataloa Eciton sp. Wilson y Gómez Durán, 2010
Hormiga tigre Camponotus abdominalis Wilson y Gómez Durán, 2010
Hormiga bizcochuelera Monomorium pharaonis Wilson y Gómez Durán, 2010
Hormiga de la muerte Cephalotes atratus Wilson y Gómez Durán, 2010
Hormiga guata Labidus caecus Wilson y Gómez Durán, 2010
Hormiga cucuncha Dolichoderus sp. Wilson y Gómez Durán, 2010
Cochinilla grana Dactylopius coccus Molina, 2014
Cucuyo Pyrophorus sp. Mantilla & Díaz-Piedrahita (1992a)
Falena de Santa Fé Thysania agrippina Garzón 2014 en: Universidad Jorge 

Tadeo Lozano, (2014)
Grana cochinilla Dactylopius coccus Caldas (semanario de NG)

Osteichthyes Bocachico Prochilodus magdalenae Mutis (1761), Mutis (1953), Agudelo-
Zamora (2019)

Pataló u Hocicón Ichthyoelephas longirostris Mutis (1761), Mutis (1953), Agudelo-
Zamora (2019)

Guapucha Grundulus bogotensis Mutis (1761), Humboldt y Valenciennes 
(1821), Agudelo-Zamora (2019)

Capitán Eremophilus mutisii Mutis (1761), Humboldt (1805), 
Agudelo-Zamora (2019)

Dorada Brycon spp Mutis (1761), Agudelo-Zamora (2019)
Doncella Sorubim cuspicaudus Mutis (1761), Agudelo-Zamora (2019)

Reptilia Cuatronarices Bothrops schlegeli Mantilla & Díaz-Piedrahita (1992a)
Caimán Caiman crocodylus Mutis (1761), Mutis (1953)
Tortuga del Magdalena Podocnemis lewyana Mutis (1761), Mutis (1953)
Talla X Bothrops asper Mutis (1953), Echeverry (1983)
Petaca Boa constrictor Mutis (1953), Echeverry (1983)
Chantan - Mutis (1953)
Toche Spilotes pullatus Mutis (1953), Echeverry (1983)
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los registros de la fauna reportada. En la actualidad los manuscritos originales de esta obra, 
que cuentan con textos fragmentarios y sin láminas, están depositados en la biblioteca Luis 
Ángel Arango (UJTL, 2014).

En los números 15 al 20 del Semanario del Nuevo Reino de Granada de 1808 (Nieto-
Olarte, 2007), Jorge Tadeo Lozano publicó su “Memoria sobre las serpientes y plan de 
observaciones para aclarar la Historia Natural de las que habitan el Nuevo Reyno de 
Granada y para cerciorarse de los verdaderos remedios capaces de favorecer a los que han 
sido mordidos por las venenosas” (Lozano, 1808). En esta publicación el autor estudió 
la composición taxonómica de los ofidios de la Nueva Granada con base en el arreglo de 
Cuvier. Describió las propiedades físicas de los venenos, los tipos de mordeduras y los 
posibles remedios que los campesinos curanderos empleaban para curarlas.

Clase taxonómica Nombre común citado por Mutis Nombre científico Referencia

Aves Perico Ara militaris Mantilla & Díaz-Piedrahita (1992a)
Águila negra común Buteo albonotatus Mantilla & Díaz-Piedrahita (1992a)
Ave mochilera Psarocolius decumanus Mantilla & Díaz-Piedrahita (1992a)
Capitán de gallinazos Cathartes aura Mantilla & Díaz-Piedrahita (1992a)
Pajuil Crax alberti Mantilla & Díaz-Piedrahita (1992a)
Pajuil de montaña Crax salvini Mantilla & Díaz-Piedrahita (1992a)
Aguelitas Columba passerina Mantilla & Díaz-Piedrahita (1992a)
Chavarria Chauna chavaria Mantilla & Díaz-Piedrahita (1992a)
Tente en el ayre Falco spraverius Mantilla & Díaz-Piedrahita (1992a)
Gallo de ciénaga Coragyps atratus Mantilla & Díaz-Piedrahita (1992a)
Copetón Coragyps atratus Mantilla & Díaz-Piedrahita (1992a)

Pato pisicí Anas discors Hernández De Alba (1983b) 

Pollita de agua Fulica sp Mantilla & Díaz-Piedrahita (1992a)
Coclí negro Ardea sp Mantilla & Díaz-Piedrahita (1992a)
Yoloyo - Mutis (1953)
Guaco - Mutis (1953)
Vichofué Pitangus sulphuratus Mutis (1953)
Cotorra pechiblanca Pionites melanocephalus Universidad Jorge Tadeo Lozano, (2014)
Pato carretero Oressochen jubatus Hernández De Alba (1983b) 

Mammalia Puma Felis concolor Mantilla & Díaz-Piedrahita (1992a)
Leopardo Felis pardalis Mantilla & Díaz-Piedrahita (1992a)
Nutria lechuda Lontra longicaudis Hernández De Alba (1983b) 
Tonina Delphinidae Mutis (1953)
Ulamá Herpailurus yaguarondi Hernández De Alba (1983b) 
Armadillo Dasypus sp Mantilla & Díaz-Piedrahita (1992a)
Oso hormiguero Myrmecophaga trydactyla Mantilla & Díaz-Piedrahita (1992a)
Pecarí barbiblanco Tayassu pecari Mantilla & Díaz-Piedrahita (1992a)
Mono colorado capuchino Alouatta seniculus Mantilla & Díaz-Piedrahita (1992a)
Perezoso Choloepus hoffmanni Mantilla & Díaz-Piedrahita (1992a)
Runcho o Fara Didelphis philander Universidad Jorge Tadeo Lozano, (2014)
Comadreja Mustela felipei Mantilla & Díaz-Piedrahita (1992a)

Crustacea Caracol múrice Murex cichorium § Universidad Jorge Tadeo Lozano, (2014)
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Los aportes zoológicos de Francisco José de Caldas (1810)
A mediados de 1801 se inició la correspondencia entre Mutis y Caldas, quien residía en 
Popayán (solo se conserva la primera carta de Caldas a Mutis, en la que el payanés inicia 
así: “Señor doctor don José Celestino Mutis. Muy señor mío de toda mi estimación: recibí 
la primera carta de usted ¿pero qué carta? Dos buenos tubos de barómetro y las obras 
maestras de Linneo [...]” (Caldas, [1788-1816] 1978:98–102). Para esta época, Mutis le 
había enviado dos tubos de barómetro y los libros de Carl Linneo, cuya lectura y estudio lo 
introdujeron en los estudios botánicos. La relación entre el joven naturalista y el gaditano 
se fortaleció un año más tarde con la vinculación de Caldas a la Expedición Botánica para 
emprender observaciones meteorológicas, estudios sobre el árbol de la quina y dar cuenta 
de sus viajes a Santafé, Popayán, Quito y Guayaquil, todo ello acompañado de anotaciones 
fitogeográficas y recolección de material botánico (González-Pérez, 1984). 

Entre 1796 y 1807 Caldas ya había elaborado 44 escritos científicos cuyo contenido 
era producto de sus observaciones geodésicas, meteorológicas, fitogeográficas y sobre 
los árboles de la quina que había logrado obtener en algunos de sus viajes programados. 
Entre estos escritos figuran sus primeras anotaciones zoológicas, relacionadas con aves, las 
cuales forman parte del manuscrito producido en Obras inéditas. Quito, 1802-1807 (Ruíz, 
1995; Gómez, 2019). 

En 1808 Caldas se radicó finalmente en Santafé e inició dos años más tarde sus oficios 
de editor del Semanario del Nuevo Reyno de Granada. El 10 de enero de 1810 dio a conocer 
su segunda contribución zoológica, relacionada con la importancia del insecto cochinilla, 
Dactylopius cacti Linn., para diversificar la economía en el virreinato de Nueva Granada, 
ya que del cuerpo de las hembras del insecto se extrae un pigmento, el ácido cármico, 
con el que se tiñen los textiles para la ropa y los lienzos de pintura (Figura 5) y cuyo uso 
tradicional había sido reportado en la Nueva España en el siglo XVI (Trabulse, 1997). 
Caldas, además de incluir su diagnosis taxonómica, registró la cría de la cochinilla como 
una actividad que ya se practicaba principalmente en las provincias de Pamplona y Tunja 
y en los alrededores de Santafé. También hizo anotaciones sobre los “tunos” (Opuntia 
spp.), como plantas hospederas y, en general, sobre las condiciones climáticas y de hábitat 
más apropiadas para el establecimiento natural del insecto. El nombre taxonómico de 
Dactylopius cacti Linn., citado por Caldas, hoy corresponde a Dactylopius coccus, descrito 
por Costa en 1835 (Molina, 2014).

Figura 5. Cuerpos deshidratados de las hembras de la cochinilla (Dactylopius coccus), un insecto 
del que se extrae un tinte que Caldas proponía cultivar para su comercio en la Nueva Granada (1810)
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En el año tercero del Semanario se publicó la tercera parte de la relación sobre la 
cochinilla, en la que Caldas establece el modo de cultivarla. En este escrito describe la 
manera apropiada de preparar el terreno, la plantación previa de los “tunos” y la inducción 
para que los insectos hembras se establezcan. Por último, describe la manera de extraer los 
insectos, su sacrificio y su transporte como “semillas vivas” a grandes distancias (Caldas 
[1801–1816]; 1966). Se ha postulado un aporte zoológico adicional de Caldas, una pequeña 
colección entomológica conformada por 106 insectos: 49 mariposas (orden Lepidoptera), 
10 polillas (orden Lepidoptera), 26 escarabajos (orden Coleoptera), nueve moscas (orden 
Diptera) y una libélula (orden Odonata). En la actualidad este insectario, conservado en 
dos cajas, es propiedad de Jorge Reynolds Pombo, emparentado por línea materna con 
Caldas, quien lo habría recibido por herencia familiar (Reynolds, 2019).

Tabla 2. Principales tareas emprendidas en el área de Zoología de la Expedición Botánica del Nuevo 
Reino de Granada (1783-1816).

Tareas realizadas Ejecutor (es) Fecha

1.Primer inventario de las aves y peces del 
Nuevo Reino de Granada

José Celestino Mutis 1761

2. Envío de la primera remesa zoológica a 
Linneo (Upsala, Suecia)

José Celestino Mutis 1766

3. Envío de la segunda remesa zoológica a 
Linneo (Upsala, Suecia)

José Celestino Mutis 1773

4. Envío de la primera remesa zoológica al 
Real Gabinete de Historia Natural de Madrid

José Celestino Mutis 1777

5. Exploraciones mirmecológicas
en la región de la Mina Real del Sapo 
(Provincia de Mariquita)

José Celestino Mutis 1777-1783

6.Observaciones y recolecciones 
herpetológicas en la Provincia de Mariquita

José Celestino Mutis 1784

7. Inventarios entomológicos locales y 
clasificación de insectos, escorpiones y 
crustáceos de la Nueva Granada

José Celestino Mutis 1785

8. Observaciones y recolecciones de 
mamíferos en la Provincia de Mariquita

José Celestino Mutis 1785

9. Elaboración de las primeras láminas 
zoológicas

Pedro Caballero Pimentel 1785

10. Intercambio del conocimiento ictiológico 
del Nuevo Reino de Granada

José Celestino Mutis, Alexander 
von Humboldt y Aimé Bonpland

1801

11. Recolección, preservación , y descripción 
de especímenes y muestras zoológicas de la 
Provincia de Mariquita

Fray Diego García 1783-1789

12. Planeación de la Fauna Cundinamarquesa 
y elaboración del tomo primero

Jorge Tadeo Lozano 1803-1809

13. Publicación sobre Historia Natural
de las serpientes del Nuevo Reino de Granada

Jorge Tadeo Lozano 1808

14. Publicación sobre la biología, cultivo 
y factibilidad comercial de la cochinilla 
Dactylopius coccus

Francisco José de Caldas 1809-1810

15. Inventario y embalaje de manuscritos, 
especímenes, muestras y láminas zoológicas, 
con destino al Real Gabinete de Historia 
Natural de Madrid.

Sinforoso Mutis 1816
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Con el trasfondo de los confusos sucesos independentistas, las tareas de la Expedición 
se clausuraron en 1816 con un inventario global realizado por Sinforoso Mutis, botánico 
y sobrino de Mutis. Este fue enviado a Madrid en 104 cajones bajo la supervisión de 
Pablo Morillo y la custodia del teniente coronel Antonio van Halen. Después de ser 
formalmente recibidos por Fernando VII, el material zoológico fue destinado al Gabinete 
de Historia Natural, hoy Museo de Historia Natural de Madrid. En la actualidad persiste 
una duda en cuanto al número de cajones inventariados; Díaz-Piedrahita (2000) indica 
que existieron 104 cajones, mientras que Puig-Samper, et al. (2004) sostienen que fueron 
105 los remitidos, de los cuales 85 contenían todo lo relacionado con botánica. Los cajones 
botánicos serían inventariados de nuevo por Mariano Lagasca para su remisión final al Real 
Jardín Botánico de Madrid (ACN0023/435, ACN0023/438). Los 20 cajones restantes, con 
minerales y animales, fueron entregados al Real Gabinete de Historia Natural, hoy Museo 
de Historia Natural de Madrid. En una carta fechada el 30 de abril de 1827, Lagasca le narra 
al barón de Humboldt que 18 cajones contenían minerales, antigüedades y un paquete con 
dibujos de insectos, pero le advierte sobre la pérdida de un gran número de manuscritos 
y dibujos pertenecientes al material zoológico relacionado por Mutis (citado en Puig-
Samper, et al., 2004:82). Francisco Antonio Zea, miembro de la Expedición en los últimos 
años, le transmitió a Cavanilles, director del Real Jardín Botánico en esta época, el mismo 
suceso. También Lagasca asegura (citado en Puig-Samper, et al., 2004:82) que diferentes 
personalidades (sin especificar quienes) leyeron en casa de Mutis el manuscrito de las 
hormigas, probablemente aquel que enviaría Mutis a Linneo, con el fin de vincularse como 
miembro de la Academia de Upsala. 

Las actividades aquí detalladas se agruparon en 15 tareas consideradas como las más 
relevantes en el presente estudio (Tabla 2). Dichas actividades no dieron los frutos esperados 
en términos de productos, como tampoco los casi 20.000 ejemplares desecados y las 5.393 
láminas iconográficas del trabajo botánico. Así como ocurrió con el componente botánico, 
la publicación de resultados logrados no se cumplió. Aunque las escasas publicaciones 
zoológicas de la Expedición Botánica no trascendieron en la literatura zoológica mundial, 
se considera que el primer programa de investigación entomológica del Nuevo Mundo se 
gestó gracias al estudio mirmecológico de Mutis (Wilson & Gómez-Durán, 2010). En la 
actualidad muchos autores aseguran que una muestra significativa de material zoológico 
de la Expedición, compuesto por documentos completos, textos fragmentarios, láminas, 
ejemplares completos de insectos o incompletos, como huesos y pieles, se extraviaron 
definitivamente (Pérez-Arbeláez, 1968; España, 2007; Blanco-Villero, 2008). 

Un inventario zoológico detallado de la Expedición arrojaría una cifra aproximadamente 
de 500 especies, cuya composición taxonómica podría conocerse en un futuro a partir 
de las fuentes bibliográficas mencionadas en este trabajo, con lo que se podría tener una 
aproximación a la diversidad animal del siglo XVIII en la Nueva Granada. 

Conclusiones
Los estudios zoológicos llevados a cabo en el marco de la Real Expedición Botánica de 
Nueva Granada conformaron el primer programa de investigaciones en Historia Natural 
creado bajo el modelo de la investigación naturalista que se impartía en la Europa de los 
siglos XVIII y XIX.

Las principales tareas zoológicas, en el marco de la Expedición Botánica se derivaron de:
a). los inventarios y la recolección de ejemplares zoológicos de José Celestino Mutis, 

especialmente insectos, peces, aves y mamíferos, así como de las dos memorias que 
escribió relacionadas con la Historia Natural de las hormigas;

b). los estudios zoológicos plasmados en la publicación del Tomo I de la Fauna 
Cundinamarquesa, bajo la coordinación de Jorge Tadeo Lozano;

c). las descripciones y la preservación de muestras de especímenes de insectos, peces, 
reptiles, aves y mamíferos recolectadas entre 1783 y 1790 por Fray Diego García, religioso 
de la Orden Franciscana, y 
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d). las contribuciones entomológicas de Francisco José de Caldas, que consistieron 
en la publicación en su Semanario de la Nueva Granada, de escritos sobre la biología, la 
distribución y la cría de la cochinilla, Dactylopius coccus, para impulsar la economía local 
del virreinato.

Uno de los objetivos de Mutis era la inclusión en su obra expedicionaria de una 
muestra zoológica del Nuevo Reino de Granada para su publicación en Madrid, lo que 
presuponía que en América se realizaría casi la totalidad del trabajo científico, es decir, la 
recolección, el montaje de muestras zoológicas, su descripción y clasificación, así como el 
dibujo y la ilustración. A pesar de que efectivamente se cumplieron algunas de estas tareas, 
nunca estuvieron a la altura de los estudios botánicos, pero sus productos incluyeron una 
iconografía con gran reconocimiento mundial. 

En síntesis, se presenta una relación ordenada de los aportes de la Real Expedición 
Botánica asociados con la fauna de la Nueva Granada, aunque estos sean fragmentarios 
debido a la desaparición de textos, láminas y muestras zoológicas en el transcurso de más 
de dos siglos de haber sido registrados.
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Efectos del defoliador Atta cephalotes Linnaeaus. en el 
crecimiento y el desarrollo fisiológico e hidráulico de árboles 
juveniles de Gmelina arborea Roxb. en condiciones controladas
Effects of the Atta cephalotes Linnaeaus. defoliator on the  growth 
and physiological and hydraulic development in juvenile trees 
of Gmelina arborea Roxb. under controlled conditions
    Juan Carlos Valverde1,*,     Dawa Méndez2,     Dagoberto Arias1

1 Laboratorio de Ecofisiología Forestal y Aplicaciones Ecosistémicas (ECOPLANT), Cartago, Costa Rica 
2 Escuela de Ingeniería Forestal, Tecnológico de Costa Rica, Cartago, Costa Rica 

Resumen
Atta cephalotes es una especie de insecto defoliador que afecta el desarrollo del Gmelina arborea 
en condiciones de cultivo comercial; sin embargo, son pocos los estudios que analizan el proceso de 
recuperación del G. arbórea desde el punto de vista fisiológico. En el presente análisis se evaluaron 
los efectos de la defoliación por A. cephalotes en el crecimiento y el desarrollo fisiológico e hidráulico 
de árboles juveniles. Se utilizaron 25 árboles con edad y condiciones morfométricas similares bajo las 
mismas condiciones ambientales; 16 de ellos se expusieron al ataque del insecto y su recuperación se 
evaluó durante 510 días, valorando el crecimiento (de diámetro y altura total), el desarrollo fisiológico 
(índice de área foliar, IAF; transpiración y valores de SPAD) e hidráulico (turgencia, movimiento del flujo 
de la savia, MFS, y contenido de humedad foliar, CHF). Se encontró que las plantas atacadas sufrieron un 
déficit de crecimiento diamétrico del 39,0 % y de 64,3 % en altura. A nivel fisiológico se requirieron 120 
días para la recuperación de los valores de SPAD y 150 días para recuperar la conductancia estomática y 
el IAF a niveles similares a los del control. En cuanto a las variables hidráulicas, el periodo fue menor: 
la turgencia foliar se recuperó en 45 días y el MFS y la CHF en 60 días para alcanzar los mismos valores 
del control. Este comportamiento se explicaría por el estrés de la defoliación que obliga al árbol a 
reiniciar la recomposición foliar, lo que requiere el movimiento de azúcares, nutrientes y agua y hace que 
el movimiento hidráulico sea primordial para evitar la muerte del árbol por estrés.
Palabras clave: Atta cephalotes; defoliación; hidráulica arbórea; fisiología arbórea; Gmelina arborea.

Abstract
Atta cephalotes is a species of scrubbing insect that affects the development of Gmelina arborea 
under commercial cultivation conditions. There has been little research regarding the physiological 
aspects of the recovery process of the affected tree. In the present study, we analyzed the effects 
of the defoliation generated by A. cephalotes on the growth and the physiological and hydraulic 
development of juvenile trees. We used 25 trees with similar age and morphometric conditions and 
placed them under the same environmental conditions; 16 of them were exposed to the attack by the 
insect and their recovery was evaluated for 510 days assessing growth (diametric and total height), 
physiological (index of foliar area - IFA, transpiration, and SPAD values) and hydraulic development 
(turgidity, sap flow movement – SFM, and foliar moisture content-CHF). We found that the trees 
under attack failed to recover their growth rate with a deficiency of 39.0% in diameter and 64.3% in 
height. At the physiological level, they required 120 days to recover the SPAD values ​​and 150 days 
to recover the stomatal conductance and the IAF at similar levels to the control. On the other hand, 
with the hydraulic variables, the period was shorter: leaf turgor was recovered in 45 days and the 
MFS and CHF in 60 days to the same values ​​of the control. This behavior would be explained by the 
defoliation stress which forces the tree to restart the foliar recomposition through the movement of 
sugars, nutrients, and water for which the hydraulic movement is essential to avoid death due to stress.
Keywords: Atta cephalotes; defoliation; tree hydraulics; tree physiology; Gmelina arborea
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Introducción 
Gmelina arborea es una especie arbórea perenne originaria del sureste asiático que se 
desarrolla naturalmente en regiones tropicales y subtropicales (Stuhrmann, et al., 1994); 
se utiliza ampliamente en proyectos de reforestación con fines comerciales debido a su 
simplicidad de reproducción sexual y vegetativa (Swamy, et al., 2003). La madera se usa 
comúnmente en embalajes, construcción, fabricación de muebles, y biomasa con fines 
energéticos, entre otros, por sus excelentes propiedades físicas y mecánicas (Swamy, et al., 
2004). En Costa Rica es una de las especies más usadas en los programas de reforestación 
comercial con fines maderables y cuenta con un mercado de gran demanda, al punto que 
se ha desarrollado un ambicioso programa de mejoramiento genético para incrementar 
su productividad y resistencia a patógenos, específicamente a hongos y bacterias (Ávila-
Árias, et al., 2015; Murillo-Gamboa, et al., 2016). 

Uno de los factores que deben considerarse en los programas de reforestación forestal 
con G. arborea es el control fitosanitario para evitar el ataque de plagas o patógenos que 
reduzcan la productividad del cultivo o aumenten la mortalidad de los individuos, lo 
que afectaría directamente la calidad y viabilidad económica del cultivo (Maniklal & 
Yogesh, 2010). Entre las plagas que más afectan a G. arborea se encuentra el defoliador 
Atta cephalotes, hormiga forrajera generalista que forma colonias de gran tamaño y tiene 
capacidad de defoliar grandes áreas en poco tiempo (Valadares & Nascimento, 2016), lo 
que incide directamente en la productividad, la supervivencia y la calidad de los individuos 
afectados. En los estudios de Bhusal, et al. (2019) se ha determinado una disminución del 
33 % de la productividad y un aumento del 20 % en la mortalidad en cultivos de Malus 
domestica debido a la pérdida de área foliar, que genera un estrés fisiológico negativo en el 
individuo, el cual pierde su capacidad fotosintética obligando a que la energía acumulada 
por el organismo se dedique a la recuperación, con el consecuente estancamiento del 
crecimiento y la aparición de condiciones críticas que llevan a la muerte de la planta 
(Valadares, et al., 2015).

Los estudios sobre el ataque del A. cephalotes en especies arbóreas han aumentado 
en las últimas décadas; se destaca entre ellos la investigación de Ribeiro & Woessner 
(1980), quienes analizaron el efecto de defoliación de A. cephalotes en G. arborea y 
Pinus caribaea var. hondurensis y encontraron una tasa de reducción diaria del 6 % en 
el índice de área foliar de los árboles. Por su parte Peres Filho, et al. (2002) analizaron 
en condiciones de invernadero la incidencia y la gravedad del ataque de Atta sexdens 
en la cobertura foliar de 41 especies tropicales y encontraron variaciones significativas 
entre especies, con mayor efecto en las especies de lámina foliar amplia. Awotoye, et al. 
(2016) analizaron en 16 especies arbóreas tropicales la recuperación de la cobertura foliar 
y establecieron un retardo del crecimiento del 10 al 26 %, en tanto que Arenas & Roces 
(2016) analizaron los patrones de distribución y ataque de la hormiga en cultivos agrícolas 
y encontraron nidos con áreas de desarrollo de 2 a 20 m2 y con una capacidad de afectación 
de 500 m a la redonda. Silva-Junior, et al. (2017), por su parte, evaluaron el tipo de ataque 
de A. sexdens en cultivos de Zea mays y determinaron una defoliación total en el 36 % del 
cultivo y un 28 % de afectación parcial con un 29 % de pérdida en la productividad. Por 
último, Santos-Reis, et al. (2019) analizaron distintos métodos de control de la plaga en 
una región tropical y determinaron que los métodos químicos tuvieron mayor efectividad 
para controlar el ataque de la especie en árboles juveniles. 

Sin embargo, hasta el momento no se ha reportado ningún estudio enfocado en 
evaluar el previo, durante y después de un ataque de A. cephalotes desde una perspectiva 
fisiológica e hidráulica y su impacto en el crecimiento a lo largo del tiempo. Santana-
Vieira, et al. (2010) mencionan que en el desarrollo de planes de manejo integral de 
plagas se deben entender y dimensionar los efectos que tiene la plaga en el desarrollo y la 
capacidad de recuperación de la plata afectada; con un mayor conocimiento sería posible 
desarrollar paquetes tecnológicos para mitigar el efecto del patógeno y mejorar la calidad 
de los individuos. Por ello es fundamental entender el desarrollo fisiológico de las plagas 

https://www.cabdirect.org/cabdirect/search/?q=au%3a%22Ribeiro%2c+G.+T.%22
https://www.cabdirect.org/cabdirect/search/?q=au%3a%22Woessner%2c+R.+A.%22
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defoliadoras. Amaral & Machado-Santelli (2008) mencionan cómo este tipo de plagas 
reduce el área foliar y con ello la capacidad de que el organismo desarrolle los procesos 
de fotosíntesis y generación de azúcares necesarios para su crecimiento, lo que incide en 
el estrés fisiológico y, por ende, en la generación de enzimas y aminoácidos que generan 
estancamiento; a ello deben agregarse los factores ambientales como la falta de agua o 
nutrientes que desencadenan la marchitez permanente y la muerte de la planta. 

Valverde & Arias (2018) mencionan que el conocimiento de la fisiología y la hidráulica 
de las especies arbóreas tropicales es fundamental para el desarrollo de actividades 
silviculturales que permitan mejorar la calidad y supervivencia de los cultivos y adoptar 
medidas de mitigación frente a los ataques de patógenos. En este sentido, son necesarias 
las investigaciones que permitan entender el estrés fisiológico e hidráulico generado por la 
defoliación, y cuantificar y dimensionar el proceso de recuperación del árbol y la forma en 
que incide en el crecimiento y calidad del cultivo. En dicho contexto, el objetivo de este 
trabajo consistió en analizar los efectos de la defoliación generada por A. cephalotes en 
el crecimiento y desarrollo fisiológico e hidráulico de árboles juveniles de G. arborea en 
condiciones controladas.

Materiales y métodos
Especie y condiciones del estudio
Se incluyeron 25 árboles de G. arborea con una edad inicial de 11 meses; el material 
empleado consistió en semillas mejoradas procedentes de un huerto semillero del Centro 
Agronómico Tropical de Investigación y Enseñanza (CATIE) que se sembraron en macetas 
de 40 cm de profundidad y 35 cm de diámetro; el sustrato empleado fue un suelo franco 
arcilloso, con un pH de 6,2, una disponibilidad de nitrógeno de 2,3 cmol kg-1, una de 
fósforo de 0,16 cmol kg-1y de potasio de 4,3 cmol kg-1, y 5,5 % de material orgánico. 
Además, se aseguró que el suelo estuviera libre de patógenos, para lo cual se esterilizó 
previamente, y que fuera homogéneo, lo que se garantizó filtrándolo para eliminar piedras 
y desechos orgánicos.

Las macetas se colocaron con una separación 50 cm y se ubicaron en un sitio 
totalmente expuesto a la intemperie, alejadas a 30 m a la redonda del árbol más próximo 
y con una exposición diaria de 12 horas de luz natural. No se aplicó fertilizante alguno a 
las plantas durante el experimento y se les suministraron 700 ml/semana de agua según las 
indicaciones de Valverde (2015) en sus ensayos de estrés hídrico con la misma especie en 
condiciones controladas; la base de la maceta se forró con aluminio para evitar que en los 
días de lluvia el agua se filtrara a la maceta.

El sitio de estudio fue un campo de prácticas ubicado en Cartago, Costa Rica (9°84’ 
N; 83°86’ O), situado a una altitud de 1.320 m, con una temperatura media anual de 25 °C 
y una precipitación anual de 2.100 mm concentrada en siete meses de lluvia de mayo a 
noviembre (Instituto Meteorológico Nacional - IMN, 2018). En el sitio se instalaron tres 
miniestaciones climáticas automatizadas (iButton, Maxim integrated™), las mediciones 
se realizaron cada hora durante todo el tiempo del estudio, lo que permitió registrar una 
temperatura promedio de 27 °C y una humedad relativa del 68 %.

Tiempo de estudio y ataque del Atta cephalotes
El experimento se desarrolló entre diciembre del 2016 y mayo del 2018 (510 días en total) 
y se inició en época de transición lluviosa a seca; las plantas se adaptaron a las condiciones 
del estudio durante dos meses antes del inicio del experimento tiempo en el que no se 
recolectaron datos fisiológicos debido a la gran variabilidad que mostraron los individuos. 
En febrero del 2017, 16 plantas de G. arborea se expusieron al ataque de hormigas A. 
cephalotes y a partir de ese momento se evaluó el proceso de recuperación hasta el final 
del experimento. La colonia de hormigas se ubicó una distancia de 120 m de las plantas 
y su tamaño aproximado fue de 3,2 m2, con un conteo de bocas de 26,3 por m-2, con un 
montículo de altura promedio de 1,63 m, un montículo principal de 2,85 m3 y un área 



217

Efectos del defoliador Atta cephalotes en Gmelina arbórea
doi: http://dx.doi.org/10.18257/raccefyn.1030
Rev. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat. 44(170):214-226, enero-marzo de 2020  

de respiradero de 0,62 m2; el ancho de la pinta principal fue de 10,82±5,66 cm, con un 
número de hormigas obreras de 32,66±12,65 por minuto; todas las evaluaciones del nido 
se ajustaron a la metodología de Montoya-Lerna, et al. (2006).

Además de las plantas atacadas, se mantuvieron nueve plantas de control en las 
mismas condiciones, las cuales se protegieron con agentes químicos (imidaclorid al    
0,03 % en dosis de 1.000 ml/ha-1, aplicado dos veces durante el desarrollo del estudio) 
y físicos (se colocaron láminas metálicas de 20 cm  alrededor de las plantas) para evitar 
su defoliación. 

En el experimento se evaluaron el crecimiento diamétrico a nivel de base del individuo 
y la altura total y las variables fisiológicas e hidráulicas cada 30 días durante los primeros 
360 días y luego cada 90 días hasta el final de experimento. En el caso específico del ataque 
de A. cephalotes el índice de área foliar (IAF) se evaluó diariamente hasta que el árbol se 
defolió en su totalidad. Las mediciones se hicieron entre las 09:00 y las 11:00 (GMT-6 
Central América) con el fin de mantener la homogeneidad en las condiciones de muestreo; 
se controló la temperatura, la humedad relativa y la luminosidad para que su variabilidad no 
infiriera en los datos obtenidos. 

Pérdida de IAF por el ataque de A. cephalotes
Para determinar la pérdida de IAF se empleó la metodología de Valverde, et al. (2017); las 
mediciones se tomaron mediante fotografías digitales hemisféricas a la misma hora (GMT-
6 Central América) y se les aplicó el mismo procedimiento de análisis empleado para la 
recuperación foliar.

Variables fisiológicas evaluadas
A cada planta de G. arborea se le seleccionaron tres hojas de edad intermedia según la 
metodología de Valverde & Arias (2018), caracterizadas por estar libres de defectos, 
para valorar las siguientes variables: contenido relativo de clorofila (medido con SPAD), 
conductividad estomática (Gs) y área foliar específica (AFE).

El valor del contenido relativo de clorofila en las hojas se midió con un SPAD-502 
(Konica Minolta®), que cuenta con un área efectiva de valoración de 5 mm2. 

La conductividad estomática se evaluó mediante el uso de un Leaf Porometer CS-1 
(Degacon Devices, Inc®), que cuenta con una cámara de apertura de medición de 6,35 mm 
de diámetro.

Para el IAFs e consideró el índice de área de la planta (IAP), definido por la sumatoria 
del área foliar y la parte leñosa aérea de la planta, como parámetro para obtener el IAF 
indirecto a partir de imágenes fotográficas hemisféricas. Las mediciones se hicieron en 
marzo de 2016 aplicando la metodología propuesta por Mougin, et al. (2014) y Chianucci, 
et al. (2014), con clima totalmente nublado y sin presencia de viento.

Para obtener las fotografías digitales hemisféricas se utilizó un teléfono móvil marca 
ASUS®, modelo Zenfone 5, con una cámara de 8MP (una resolución de 2024 pixeles × 
2024 pixeles en formato RGB) y con la aplicación móvil Fisheye Pro, versión 1.2 (R22) 
para la plataforma Android. Todas las fotografías se tomaron niveladas con la ayuda de 
un trípode, a una altura de 60 cm sobre el nivel del suelo y con la dirección hacia el norte 
previamente marcada.

Las fotografías hemisféricas se procesaron con el programa CAN_EYE, versión 
6.3.13, previamente calibrado siguiendo el método descrito en el manual del fabricante 
(Weiss, et al., 2004). Se limitó el grado de visión de las imágenes a 60° y con la opción de 
recorte del programa se eliminaron las copas de los árboles que rodeaban a cada individuo 
de estudio, con el fin de prevenir las distorsiones y sesgos en el cálculo del IAP; asimismo, 
se configuró un ángulo zenith (sobre el eje espacial Z ) de 2,5° y un azimut (sobre el eje 
espacial Y) de 5° (Chianucci, et al., 2014), con un análisis de pixeles del tipo No mixed 
pixels (2 clases); el algoritmo seleccionado fue el IAF-2000 de 4 anillos debido a que 
en estudios previos de Chianucci, et al. (2015) demostró tener una mayor precisión en 
especies tropicales.
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Variables hidráulicas evaluadas
Turgencia foliar (Pp). Este parámetro se determinó mediante unidades ZIM-probe 
(Yara®) de 82 mm2 de cobertura, cuyos valores se generan a partir del principio de la 
ecuación 1.

 (1),

donde a y b son constantes, Fa es el factor de atenuación específico de la hoja y Pclamp 
es un factor de atenuación del sensor. Las hojas seleccionadas para recolectar datos con 
el Zim-probe se caracterizaron por no tener presencia de agua superficial ni defectos o 
decoloraciones atípicas que pudieran producir distorsiones en la medición.

Movimiento del flujo de savia (MFS). El MFS se monitoreó con la técnica de pulso 
de compensación por calor desarrollada por Gower, et al. (1999). Se utilizaron sensores 
de MFS de ICT International©, con una profundidad máxima de evaluación de 60 mm 
y el equipo utilizó un pulso de calor de 1 J h-1; se instalaron aproximadamente a 20 cm 
por encima de nivel del suelo. Las tasas de flujo de tallo (l h-1) de ambos tratamientos 
se monitorearon específicamente a las 06:00, 12:00 y 15:00 (GMT-6 Central América); 
para el ajuste del equipo se utilizaron los datos anatómicos disponibles para la especie 
(Zimberman, et al., 2008). Las mediciones se realizaron en los mismos puntos de muestreo 
a lo largo del tiempo, manteniendo constante el protocolo de instalación, con los puntos 
de medición de los sensores cubiertos con una capa de 5 cm de algodón y tres capas de 
aluminio, tal como se recomienda en la metodología de Bush, et al. (2010).

Contenido de humedad foliar (CHF). De cada planta se extrajo una hoja compuesta 
que se pesó y secó a una temperatura de 80 °C durante 48 horas para obtener el peso seco 
que permitió calcular el contenido de humedad con la ecuación 2:

   (2),
donde CHF es el contenido de humedad en porcentaje, PS es el peso seco de la hoja 
compuesta (en gramos) y PV es el peso fresco de la hoja compuesta (en gramos).

Diseño experimental y análisis estadístico
Para la reducción del IAF se utilizó estadística descriptiva y para estimar la pérdida de 
tiempo, estadística descriptiva. El diseño experimental fue simple aleatorio; con el fin de 
evaluar el efecto del ataque de A. cephalotes en el crecimiento y la fisiología e hidráulica 
de los árboles, se aplicaron previamente los supuestos de normalidad y homocedasticidad 
propios de la estadística paramétrica. Posteriormente se hizo un análisis de varianza de una 
vía (ANOVA) y a las variables que mostraron diferenciaciones se les aplicó la prueba de 
Tukey, con un nivel de significación de 0,05. Los análisis se realizaron con el programa 
STATISTICA 10.3.

Debe mencionarse que los aspectos fitosanitarios no se consideraron debido a que 
en el momento de recuperación de la planta hubo un monitoreo constante para que no se 
presentara un ataque de algún otro patógeno controlando la presencia de bacterias, hongos 
o insectos que afectaran la calidad de las plantas. 

Resultados
Pérdida de IAF por el ataque de Atta cephalotes
Antes del ataque de A. cephalotes el IAF de las plantas era de 0,62 m2m-2. En el momento 
del ataque de la hormiga se observó el mismo patrón de reducción del IAF de la copa de los 
árboles: en promedio, a las 72 horas de iniciada la defoliación, el árbol perdió la totalidad 
de la cobertura vegetal de la copa (Tabla 1). El patrón de ataque del insecto consistió en 
la eliminación de las hojas maduras más cercanas, lo que determinó que a las 48 horas de 
iniciada la defoliación, la pérdida del IAF fuese de 67,21 %. A las 49 horas, la parte alta 
de la copa fue atacada por las hormigas y defoliada totalmente en las 72 horas posteriores 
al inicio del ataque.
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Efecto de la defoliación en el crecimiento
En la figura 1 se presenta el crecimiento diamétrico y en altura de las plantas de G. arborea 
antes, durante y después del ataque de A. cephalotes. Este se obtuvo a nivel diamétrico 
(Figura 1a), en el cual no se habían identificado diferencias significativas (p˂0,05) en el 
diámetro de la base de los árboles antes del ataque de la hormiga, siendo, en promedio, 
de 21,61 mm. Después de la defoliación de los árboles no se encontraron diferencias 
(p˂0,05) en el crecimiento hasta el día 60, en el cual las plantas de control presentaban 
un diámetro significativamente mayor (p˂0,05), de 90,62 mm en promedio, con respecto 
a las plantas afectadas por A. cephalotes, 62,33 mm, en promedio. Se presentó un patrón 
de crecimiento menor que el de las plantas de control, el cual llegó a ser de 39 %. En el 
caso del crecimiento en altura total (Figura 1b), se presentó el mismo patrón: al inicio 
del experimento no había diferencias (p˂0,05) entre las alturas, con un valor promedio de 
82,11 cm, pero a los 60 días, comenzó un crecimiento significativamente mayor (p˂0,05) 
en las plantas de control con respecto a las plantas atacadas por A. cephalotes, al punto 
que a los 360 días el retraso de estas fue del 66,1 %; al finalizar el experimento las plantas 
de control presentaban una altura de 452,2 cm, en comparación con las defoliadas, que 
fue de 290,6 cm.

Proceso de recuperación fisiológico
La variación fisiológica de los árboles de control y de los afectados por A. cephalotes 
se presentan en la figura 2. En general, se determinó que: 1) no existieron diferencias 
significativas (p˂0,05) en los datos del SPAD, la Gs y el IAF antes de la afectación por 
A. cephalotes entre las plantas de control y las afectadas; 2) después del ataque de A. 
cephalotes se debió esperar 60 días para disponer de hojas con la madurez fisiológica 
suficiente para la medición de SPAD y la Gs, por lo que en los primeros 60 días no se 
contó con información fisiológica; 3) la respuesta de reactivación fisiológica de la planta 
reflejada en el IAF de las plantas afectadas a los 30 días se debió a que A. cephalotes dejó 
los brotes de hojas nuevas en las plantas afectadas, lo que permitió que comenzaran a 
aparecer nuevas láminas foliares; 4) el IAF fue la única variable que no llegó a presentar 
significación estadística en las plantas de control (p˂0,05) después de finalizado el 
experimento. El contenido relativo de clorofila en las hojas (SPAD) (Figura 2a) antes del 
ataque de A. cephalotes presentó un valor promedio de 30,11; después de la afectación se 
requirieron 120 días para que las nuevas láminas foliares presentaran contenidos de SPAD 
estadísticamente no significativos (p˂0,05), en tanto que las hojas mostraron valores de 
28 a 44 % menos SPAD. Después de su recuperación, no hubo diferencias significativas 
(p˂0,05) entre ambos grupos. 

En cuanto a la conductancia estomática (Gs) (Figura 2b), el comportamiento fue 
similar: antes de la defoliación las plantas registraban un valor promedio de 189,44 
µmolm-2s-1, después de la pérdida de la lámina foliar se requirieron 150 días para que la 

Tabla 1. Pérdida del índice del área foliar (IAF), porcentaje de reducción y reducción acumulada en el 
tiempo en árboles juveniles de G. arborea por el ataque de A. cephalotes en condiciones controladas

Tiempo de afectación 
(horas)

IAF (m2m-2) Reducción del IAF 
(%)

Reducción acumulada 
del IAF (%)

0 0,61 (0,15) 0,00 0,00
24 0,45 (0,12) 26,23 26,23
48 0,21 (0,10) 40,98 67,21
72 0 32,79 100,00

Planta de control 
(durante 72 horas)

0,61 (0,19) - 0,00

Nota: los datos entre paréntesis corresponden a la desviación estándar.
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cobertura foliar presentara datos significativos (p˂0,05) en la planta de control y a partir de 
este momento ninguno de los tratamientos mostró una variación representativa (p˂0,05). 
Por último, el IAF continuó sin mostrar variación con un valor promedio de 0,61 m2 m-2 
y después de que A. cephalotes eliminó toda la cobertura foliar, los árboles empezaron 
a recuperarse. A los 150 días se presentó un IAF inferior a 47,6 % con respecto a las 
plantas de control y después, las plantas afectadas continuaron incrementando el IAF, 
pero manteniendo valores significativamente menores (p˂0,05), y al final del experimento 
el déficit era del 26,5 %. 

Proceso de recuperación hidráulico
El comportamiento de recuperación hidráulica de los árboles afectados por A. cephalotes 
(Figura 3) se caracterizó por: 1) una recuperación rápida, pues, en general, se requirieron 
75 días para que las plantas afectadas mostraran el mismo comportamiento de las plantas 
de control; 2) la variable con menor variación fue el MFS debido a que esta se evalúa en 
el fuste de las plantas y permite determinar el transporte hidráulico en la xilema vascular; 
3) la recuperación hidráulica foliar se incrementó con el tiempo y la madurez de la hoja, 
contrario a las variables fisiológicas. En cuanto a la turgencia foliar (Figura 3a), las plantas 
mostraron un valor promedio de 165 kPa en el momento del ataque de A. cephalotes; el Pp 
fue nulo debido a la pérdida de hojas, y a los 45 días de regeneración, las primeras hojas 
mostraron una recuperación del 56 %; en el día 60 mostraron valores estadísticamente 
iguales (p˂0,05) a las plantas de control.

Figura 1. Crecimiento diamétrico (a) y de altura total (b) de los árboles de control de G. arborea y 
de los afectados por el ataque de A. cephalotes en condiciones controladas
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En el caso del MFS (Figura 3b), la tendencia de las plantas de control fue hacia el 
aumento a medida que crecían. En el inicio del experimento el movimiento hidráulico 
promedio fue de 4,61 dm3m-2s-1 y no hubo variación entre los dos tratamientos y su valor 
se incrementó a los 510 días a 6,98 dm3m-2s-1. Las plantas que presentaron pérdida de 
cobertura foliar tuvieron una reducción del MFS de 45,7 % en los 30 días posteriores 
al ataque, cuando los árboles comenzaron a aumentar el MFS, y en el día 60 mostraron 
valores estadísticamente iguales a las plantas de control (4,89 dm3m-2s-1); a partir de este 
momento el MFS tendió a aumentar de la misma manera que en las plantas de control. 
Por último, el CHF (Figura 3c) tuvo un valor homogéneo durante todo el experimento, 
siendo en promedio de 89 %; las plantas atacadas por A. cephalotes requirieron de 45 días 
para presentar valores similares a las de control, periodo en el que los valores fueron nulos 
debido a la ausencia de hojas con algún grado de madurez.

Figura 2. Variación de los valores de SPAD (a), conductancia estomática (b) e IAF (c) en árboles juve-
niles de G. arborea de control y afectados por el ataque de A. cephalotes en condiciones controladas
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Discusión 
El retardo en el crecimiento, específicamente en la altura, se debe a la pérdida de la cobertura 
foliar, ya que el árbol no puede desarrollar los procesos de transpiración y fotosíntesis 
necesarios para la generación de azúcares y enzimas que permiten el crecimiento del 
meristemo apical (Trager, et al., 2013). A nivel diamétrico, por la reducción de azúcares y 
proteínas el árbol entra en un proceso de estrés fisiológico en el que desarrolla estrategias 
mecánicas de estancamiento del crecimiento en el lumen, ya que las reservas energéticas 
se distribuyen en el meristemo apical y en los meristemos secundarios, con el fin de 
generar nuevas láminas foliares y reactivar la fotosíntesis. Desde la perspectiva química, 
el árbol inicia la generación de ácido abscísico (ABA), cuya función es generar procesos 
de dormancia, acumulación de reservas nutritivas y tolerancia a la desecación (Dietrich & 
Kahmen, 2019), además de producción de proteínas básicas para el desarrollo radicular, 

Figura 3. Variación de la turgencia foliar (a), el movimiento de flujo de la savia (b) y el contenido 
de humedad foliar (c) en árboles juveniles de G. arborea de control y afectados por el ataque de A. 
cephalotes en condiciones controladas
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esto con el fin de obtener los nutrientes y compuestos necesarios para la supervivencia 
del árbol y la generación de nuevas hojas, lo cual requiere que el crecimiento se suspenda 
como medida de reducción energética y, por ende, del movimiento hidráulico, centrando 
los elementos móviles en los meristemos y produciendo un estrés positivo radicular para la 
captación de nutrientes (Bhusal, et al., 2019). 

El estrés negativo generado por el ataque de A. cephalotes en las condiciones de 
estudio se puede clasificar de moderado, y si bien hubo un estancamiento en el crecimiento, 
el proceso de recuperación foliar fue corto, comportamiento similar al reportado por 
Brunetti, et al. (2019), y las plantas tuvieron una rápida recuperación foliar debido a los 
movimientos nutricionales rápidos de la raíz a la parte superior del tallo para la activación 
de los meristemos laterales y apical, de ahí que la recuperación hidráulica se dé antes que la 
fisiológica. Por su parte Pereyra, et al. (2019) han señalado que en condiciones de estrés, 
el xilema tiene una función primordial en la reactivación metabólica del organismo, y en el 
movimiento constante de nutrientes (nitrógeno, potasio y fósforo), carbohidratos (glucosa, 
sacarosa y maltosa) y proteínas primarias. 

La recuperación fisiológica lenta en comparación con la hidráulica se debe, según 
Evans & Ortega (2019), Fajstavr, et al. (2019) e Iwasaki, et al. (2014), a que la planta 
requiere movilización nutricional para la formación de nuevas hojas. Generalmente, las 
primeras hojas se caracterizan por tener un área de lámina menor debido a que el ABA 
limita el tamaño para evitar pérdida energética y se enfoca en generar cobertura que reac-
tive la fotosíntesis. Después de una defoliación total la planta debe readecuarse y generar 
una recuperación que le evite entrar en el punto de marchitez permanente (Heraldo, et al., 
2019). La regulación de elementos móviles como el nitrógeno, el fósforo y el potasio se 
debe a que son fundamentales para el proceso de fotosíntesis dentro del ciclo de Calvin; 
en especial en plantas C3, su reducción incide en la reducción del tamaño de las hojas, la 
disminución de la turgencia y una gran reactivación de meristemos secundarios en aras 
de la supervivencia. Estos aspectos provocan que la transpiración y los valores de SPAD 
sean menores a los de las hojas de control. A medida que el individuo empieza a tener un 
IAF mayor, las hojas empiezan a generar azúcares, proteínas y aminoácidos y a disminuir 
las concentraciones de ABA. Trifilò, et al. (2019) encontró en tres especies arbóreas de 
Trichilia spp. una disminución química de sacarosa del 20 % y de aminoácidos esenciales 
de 15 % producto del incremento de la concentración de ABA de 5 % como consecuencia 
del aumento de 2 °C en la temperatura, lo que inhibe directamente la capacidad estomática 
generando un aumento en el cierre de estomas. La reducción en la concentración del ABA 
en plantas recuperadas puede variar según las condiciones ambientales de temperatura, 
humedad relativa y precipitación.

La recuperación de los árboles afectados por el defoliador es vital desde las perspectivas 
hidráulica y fisiológica, pero su impacto en el crecimiento y la productividad es significa-
tivo. Dada la pérdida energética por la ausencia de procesos fotosintéticos, la recuperación 
gradual del árbol depende del aumento del IAF, aspecto que Wang, et al. (2019) consi-
deraron fundamental para mejorar las condiciones de la planta, ya que cuanto mayor sea el 
aumento de láminas foliares, la estabilización fisiológica e hidráulica será mayor y, con ello, 
la reactivación de crecimiento será menor, de ahí que el uso de técnicas como la inyección 
nutricional en el fuste o la aplicación de nutrimientos en el suelo ricos en nitrógeno, fósforo 
y potasio puede mejorar la capacidad de recuperación de los árboles. Munitz, et al. (2019) 
determinaron en especies arbustivas una disminución del 33 % en el tiempo de recuperación 
de arbustos podados a los que se les aplicó fertilizante en el suelo, debido a que obtuvieron 
mayor cantidad de elementos nutricionales movilizados a la copa y con la capacidad de sin-
tetizar carbohidratos y proteínas que permitieran la formación de nuevas hojas.

Conclusiones
Atta cephalotes generó un retraso en el crecimiento de los árboles de 39,0 % en el diámetro 
y de 64,3 % en la altura. A nivel fisiológico, se requirieron 120 días para la recuperación 
de los SPAD y 150 días para que la conductancia estomática y el IAF fueran similares a los 



224

Valverde JC, Méndez D, Arias D
doi: http://dx.doi.org/10.18257/raccefyn.1030

Rev. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat. 44(170):214-226, enero-marzo de 2020 

de las plantas de control. Para las variables hidráulicas el periodo fue menor: la turgencia 
foliar se recuperó en 45 días y el MFS y el CHF en 60 días. Este comportamiento se debió a 
que, en respuesta al estrés de la defoliación, el árbol debe reiniciar la recomposición foliar, 
lo que requiere el movimiento de azúcares, nutrientes y agua; para ello el movimiento 
hidráulico es primordial en el proceso de recuperación y para incremento del IAF y la 
estabilización de crecimiento.
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Resumen
El estudio tuvo como objetivo presentar los nuevos registros de Pucciniales recolectados en el 
departamento de Antioquia en los páramos de Santa Inés, Serranía de las Baldías, Sonsón y del Sol 
sobre plantas de las familias Araceae, Bromeliaceae, Dryopteridaceae, Grossulariaceae, Juncaceae, 
Lamiaceae y Poaceae. Se destacan dos nuevos registros para Colombia (Puccinia pseudoatra 
y Puccinia pygmaea) y catorce nuevos huéspedes parasitados con roya en el país. Estos nuevos 
huéspedes evidencian cómo los páramos son refugios de royas de importancia económica tales como 
Kweilingia divina, Puccinia coronata, Puccinia menthae, Puccinia recondita, Puccinia striiformis 
y Uredo anthurii.
Palabras clave: Alta montaña; Biodiversidad; Fungi, Royas, Uredinales.

Abstract
This paper aims to present the new Pucciniales records collected in the department of Antioquia 
at the páramos of Santa Inés, Serranía de las Baldías, Sonsón, and Sol on plants from the families 
Araceae, Bromeliaceae, Dryopteridaceae, Grossulariaceae, Juncaceae, Lamiaceae, and Poaceae. We 
report two new species for Colombia (Puccinia pseudoatra and Puccinia pygmaea) and fourteen 
new hosts parasitized with rust in the country. These new hosts show how the páramos are shelters 
for rusts of economic importance such as Kweilingia divina, Puccinia coronata, Puccinia menthae, 
Puccinia recondita, Puccinia striiformis, and Uredo anthurii.
Key words: High mountain; Biodiversity; Fungi; Rust; Uredinales.

Introducción
Los páramos, ecosistemas de alta montaña presentes únicamente en la zona neoecuatorial 
del planeta, son valorados por su gran diversidad biológica, cultural y paisajística. Hoy 
en día se sabe que son ecosistemas vitales para mantener la estabilidad de los ciclos 
climáticos e hidrológicos y que mantienen la provisión de servicios ecosistémicos de 
regulación, soporte y aprovisionamiento para la población (Sarmiento, et al., 2013). 
En cuanto a su diversidad biológica, en los páramos colombianos se tienen registradas 
327 comunidades vegetales, la mayoría de las cuales corresponde a bosques, matorrales, 
pajonales y frailejones, representadas, por lo general, por las familias Apiaceae, Asteraceae, 
Brassicaceae, Caryophyllaceae, Ericaceae, Orchideaceae, Poaceae y Scrophulariaceae 
(Rangel, 2000).
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Los Pucciniales son parásitos obligados y constituyen uno de los grupos más numerosos 
de hongos fitopatógenos, con alrededor de 8.000 especies descritas (McTaggart, et al., 
2016) que se han encontrado parasitando una gran diversidad de especies vegetales, entre 
ellas, cultivos de importancia económica (Salazar & Buriticá, 2008). Sin embargo, 
son pocos los registros de estos hongos en las zonas de páramo del departamento de 
Antioquia debido al difícil acceso a estos lugares, por lo que se desconoce una buena 
parte de la riqueza de este grupo de hongos. El objetivo de este estudio es presentar los 
nuevos registros de royas que parasitan plantas de las familias Araceae, Bromeliaceae, 
Dryopteridaceae, Grossulariaceae, Juncaceae, Lamiaceae y Poaceae en páramos del 
departamento de Antioquia.

Materiales y métodos
Se recolectaron plantas parasitadas por Pucciniales en los páramos más importantes del 
departamento de Antioquia (Colombia), en una franja altitudinal comprendida entre los 
2.800 y los 4.050 m s.n.m. Las áreas de muestreo se localizaban en el páramo de Santa Inés 
(municipio de Belmira), con una altura máxima de 3.350 m s.n.m., el páramo Serranía de 
las Baldías (municipio de Bello), con una altura máxima de 3.175 m s.n.m., el páramo de 
Sonsón (municipio de Sonsón), con una altura máxima 3.350 m s.n.m., y el páramo del Sol 
(municipio de Urrao), con una altura máxima de 4.050 m s.n.m.

En cada páramo se observaron detalladamente las plantas que presentaban síntomas y 
signos asociados con las royas; se tomaron muestras de los órganos afectados (flores, hojas, 
frutos) y los sanos para la identificación botánica. Se registraron los datos correspondientes 
a la localidad, entre ellos, municipio y vereda, así como las respectivas coordenadas 
geográficas utilizando un GPS GARMIN Vista® HCx. El material vegetal se procesó en 
la Universidad Nacional de Colombia, sede Medellín, siguiendo la metodología utilizada 
por Da Costa, et al. (2013); posteriormente, las muestras se llevaron al congelador por 48 
horas para garantizar la eliminación de insectos.

Los materiales botánicos se determinaron en el herbario Gabriel Gutiérrez (MEDEL) y 
el estudio e identificación de los Pucciniales se hicieron en el Museo Micológico (MMUNM). 
Con un estereomicroscopio Boeco® se observaron los estados espóricos presentes y, 
posteriormente, se hicieron micropreparados en lactoglicerina mediante raspados o cortes 
a mano alzada; a continuación, se midieron las estructuras encontradas con un microscopio 
Carl Zeiss® Axiostar provisto de una cámara digital Canon® PowerShot G5 acoplada. 
Con los datos morfológicos se identificaron las diferentes especies de royas mediante las 
claves taxonómicas y con base en los estudios especializados en Pucciniales (Cummins, 
1971; Hennen, et al., 2005; Buriticá, et al., 2014).

Resultados
Entre los materiales botánicos recolectados parasitados por Pucciniales, se encontraron 
47 en las familias Araceae (4 muestras), Bromeliaceae (1 muestra), Dryopteridaceae (1 
muestra), Grossulariaceae (3 muestras), Juncaceae (3 muestras), Lamiaceae (1 muestra) 
y Poaceae (34 muestras) y se identificaron 14 especies de royas, entre las que se destacan 
dos nuevos registros para Colombia, Puccinia pseudoatra y Puccinia pygmaea, y 14 
nuevos huéspedes parasitados en el país. Presentamos un listado de las especies de royas 
encontradas, citadas por la familia botánica en las que fueron recolectadas:

ARACEAE
1. Uredo anthurii (Hariot) Saccardo, Syll. fung. 11: 229. 1895.

= Caeoma anthurii Hariot, J. Bot. 6: 458. 1895.
= Uredo anthurii Hariot, Encycl. Sci. Les Urédinées, p. 308. 1908. Figura 1a-c
Uredinio tipo Uredo, soros anfígenos, en su mayoría epífilos, solitarios o agrupados, 

circulares o alargados, de origen subepidermal, asociados con manchas cloróticas, pul-
verulentos, de color marrón oscuro; uredosporas ovoides a elipsoides de 27-38 x 22-25 
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µm; pared equinulada de 2,5 µm de grosor uniforme, de color amarillo pálida; poros 
germinativos no observados. 

Ciclo de vida: desconocido
Distribución geográfica: Colombia, República Dominicana, Puerto Rico y Brasil 

(Hennen, et al., 2005).

Figura 1. a-c. Uredo anthurii. a. Síntomas en haz (izquierda) y síntomas en envés (derecha). b-c. 
Uredosporas. b. En vista mediana. c. En vista superficial. d-f. Uredo nidularii. d. Vista general 
de uredinio. e-f. Uredosporas. e. En vista mediana. f. En vista superficial. g-i. Uredo obovata. g. 
Síntomas en haz (izquierda) y síntomas en envés (derecha). h-i. Uredosporas. h. En vista mediana. i. 
En vista superficial. j-l. Goplana ribis-andicolae. j. Síntomas en haz (izquierda) y síntomas en envés 
(derecha). k-l. Uredosporas. k. En vista mediana. l. En vista superficial.
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Materiales estudiados: Anthurium longegeniculatum Engl.: municipio de Sonsón, 
vereda Nori, camino Cerro de las Papas, 05°48,545´N y 75°16,210´O, 2.875 m s.n.m., 
Katherin Maritza Vanegas Berrouet, Mauricio Salazar Yepes, 8 de octubre de 2015, 
MMUNM-2978. Anthurium sp.: municipio de Belmira, camino a la Casa Montañitas-
CORANTIOQUIA, 06°36,983´N y 75°39,400´O, 2.818 m s.n.m., Katherin Maritza 
Vanegas Berrouet, Mauricio Salazar Yepes, 1 de julio de 2015, MMUNM-2811. Municipio 
de Sonsón, vereda Nori, camino Cerro de las Papas, 05°48,545´N y 75°16,210´O, 2.875 
m s.n.m., Katherin Maritza Vanegas Berrouet, Mauricio Salazar Yepes, 8 de octubre de 
2015, MMUNM-2875. Municipio de Urrao, camino a Urrao, páramo del Sol, 06°25,766´N 
y 76°64,750´O, 3.254 m s.n.m., Katherin Maritza Vanegas Berrouet, Mauricio Salazar 
Yepes, 24 de julio de 2015, MMUNM-2818.

Observación: en Colombia Uredo anthurii se ha reportado sobre Anthurium flexuosum 
Kunth (Buriticá, et al., 2014); el huésped A. longegeniculatum es un nuevo registro para el 
país. Las plantas del género Anthurium son de especial interés, ya que se emplean mucho 
como ornamentales y la roya U. anthurii puede ser un problema para el cultivo.

BROMELIACEAE
2. Uredo nidularii Hennings, Hedwigia Beiblt. 37: 206. 1898. Figura 1d-f

Uredinio tipo Uredo, soros hipófilos, solitarios, circulares, de origen subepidermal, 
pulverulentos, descubiertos, de color marrón canela a amarillo; uredosporas elipsoides, 
globosas, de 22-28 x 15-23 μm; pared equinulada menor de 2,5 μm de grosor, de color 
amarillo a marrón dorado; poros germinativos no observados.

Ciclo de vida: desconocido
Distribución geográfica: Jamaica, América Central, México (Hennen, et al., 2005) y 

Colombia (Buriticá, et al., 2014).
Materiales estudiados: Guzmania mosquerae (Wittm.) Mez.: municipio de Sonsón, 

entrada al Cerro Las Palomas, 05°43,551´N y 75°15,051´O, 3.244 m s.n.m., Katherin 
Maritza Vanegas Berrouet, Mauricio Salazar Yepes, 7 de octubre de 2015, MMUNM-3019.

Observación: En Colombia Uredo nidularii ha sido reportado sobre Bromelia sp., 
Guzmania musaica (Linden & André) Mez y Tillandsia sp. en los departamentos de Boyacá 
y Cundinamarca (Buriticá, et al., 2014); el huésped G. mosquerae es un nuevo registro 
para el país y el primer reporte de esta roya en el departamento de Antioquia. La roya 
U. nidularii reviste interés, ya que podría constituir un parásito importante en bromelias 
utilizadas a nivel comercial.

DRYOPTERIDACEAE
3. Uredo obovata (Arthur) Cummins, Mycologia 48(4): 608. 1956.

= Desmella obovata Arthur, Mycologia 21: 78. 1929.
= Hyalopsora obovata (Arthur) Cummins, Annales Mycologia 38(2-4): 336. 1940.
Figura 1g-i
Uredinio tipo Uredo, soros anfígenos, pequeños, solitarios o agrupados, circulares, 

descubiertos, pulverulentos, de color amarillo a naranja; uredosporas obovadas, elipsoides, 
de 20-30 x 15-20 µm; pared con pequeñas equinulas, de menos de 2,5 µm de grosor, de 
color amarillo pálido a hialino; poros germinativos no observados.

Ciclo de vida: desconocido
Distribución geográfica: Jamaica (Arthur, 1929) y Colombia (Buriticá, et al., 2014).
Materiales estudiados: Elaphoglossum cf. glossophyllum Hieron: municipio de 

Belmira, camino a la Casa Montañitas-CORANTIOQUIA en dirección a Belmira, 
06°36,983´N y 75°39,400´O, 2.818 m s.n.m., Katherin Maritza Vanegas Berrouet, Mauricio 
Salazar Yepes, 3 de julio de 2015, MMUNM-3020.

Observación: en Colombia se ha reportado a Uredo obovata parasitando a 
Elaphoglossum andicola (Fée) T. Moore, E. cuspidatum (Willd.) T. Moore y E. leptophyllum 
(Fée.) T. Moore (Buriticá, et al., 2014); el huésped E. cf. glossophyllum es un nuevo 
registro para el país.
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GROSSULARIACEAE
4. Goplana ribis-andicolae Berndt, Mycologia 91(6): 1045. 1999.

Anamorfo: Uredo ribesii-andicolae Berndt, Mycologia 90: 523. 1998.
= Uredo andina Lagerh. In sched., ined [no Uredo andina (Faull) Hirats. f. 1957.
Figura1j-l
Uredinio tipo Uredo, soros hipófilos, descubiertos, solitarios o agrupados, circulares; 

compactos, de color amarillo a naranja; uredosporas globosas a subglobosas, elipsoides, 
de 22-25 x 17-23 µm; pared equinulada de hasta 2,5 µm de grosor, de color amarillo; poros 
germinativos no observados.

Ciclo de vida: desconocido
Distribución geográfica: Ecuador, Venezuela (Berndt, 1999) y Colombia (Buriticá, 

et al., 2014).
Materiales estudiados: Ribes ecuadorense Janez: municipio de Urrao, páramo del 

Sol, Alto del Burro-camino a Urrao, 06°26,918´N y 76°05,156´O, 3.601 m s.n.m., Katherin 
Maritza Vanegas Berrouet, Mauricio Salazar Yepes, 24 de julio de 2015, MMUNM-2977. 
Ribes sp.: municipio de Urrao, camino Piedra del Oso-Cerro Campanas, puente largo, 
06°27,361´N y 76°05,642´O, 3.627 m s.n.m., Katherin Maritza Vanegas Berrouet, Mauricio 
Salazar Yepes, 23 de julio de 2015, MMUNM-2837; páramo del Sol, camino Piedra del 
Oso-Cerro Campanas, puente largo, 06°27,361’N y 76°05,642’=, 3.627 m s.n.m., Katherin 
Maritza Vanegas Berrouet, Mauricio Salazar Yepes, 23 de julio de 2015, MMUNM-2836.

Observación: en el país solo se contaba con el registro de Goplana ribis-andicolae 
parasitando a Ribes andicola Jancz. (Buriticá, et al., 2014); el huésped R. ecuadorense es 
un nuevo registro para Colombia. 

Telio no observado, según Berndt (1999), telio hipófilo, subepidermal, esparcido, 
ceroso; teliosporas de 58-72 x 14-18 µm.

JUNCACEAE
5. Uromyces occultus J.C. Lindquist, Boletín de la Sociedad Argentina de Botánica 3: 223. 
1951. Figura 2a-c

Anamorfo: Uredo macella H. S. Jackson & Holway, Mycologia 18: 150. 1926.
Uredinio tipo Uredo, soros dispuestos alrededor del tallo, solitarios o agrupados, 

elongados, al madurar descubiertos por la epidermis, de color marrón canela; uredosporas 
elipsoides a obovoides, de 22-35 x 17-25 µm; pared con equinulas cortas, espaciadas, de 
hasta 2.5 µm de grosor, de color marrón canela; 2 poros germinativos ecuatoriales, en 
ocasiones supraecuatoriales.

Ciclo de vida: desconocido
Distribución geográfica: Argentina, Brasil, Chile (Hennen, et al., 2005) y Colombia 

(Buriticá, et al., 2014).
Materiales estudiados: Juncus echinocephalus Baslev.: municipio de Belmira, 

camino a la Casa Montañitas-CORANTIOQUIA, 06°36,807´N y 75°39,216´O, 2.817 m 
s.n.m., Katherin Maritza Vanegas Berrouet, Mauricio Salazar Yepes, 3 de julio de 2015, 
MMUNM-3024; municipio de Urrao, páramo del Sol, Piedra el Oso, 06°27,389´N y 
76°05,298´O, 3.571 m s.n.m., Katherin Maritza Vanegas Berrouet, Mauricio Salazar 
Yepes, 22 de julio de 2015, MMUNM-2861; páramo del Sol, Alto del Burro-camino a 
Urrao, 06°26,918´N y 76°05,156´O, 3.661 m s.n.m., Katherin Maritza Vanegas Berrouet, 
Mauricio Salazar Yepes, 24 de julio de 2015, MMUNM-2862.

Observación: en Colombia se ha reportado Uromyces occultus sobre Juncus 
densiflorus Kunth en el departamento de Antioquia (Buriticá, et al., 2014); el huésped J. 
echinocephalus es un nuevo registro para el país.

LAMIACEAE
6. Puccinia menthae Persoon, Synopsis methodica fungorum: 227. 1801.

= Aecidium menthae DeCandolle, Fl. franç., Edn 3 (Paris) 5/6: 95. 1815.
= Puccinia clinopodii DeCandolle, Fl. franç., Edn 3 (Paris) 5/6: 57. 1815.
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= Uredo labiatarum DeCandolle, Fl. franç., Edn 3 (Paris) 6: 72. 1815.
= Dicaeoma menthae (Persoon) Gray, Nat. Arr. Brit. Pl. (London) 1: 542. 1821.
= Puccinia labiataram Schltdl., Flora Berolinensis, Pas secunda: Cryptogamia 133. 1824.
= Puccinia labiatarum Schltdl., Fl. berol. (Berlin) 2: 133. 1824.
= Caeoma labiatarum (DeCandolle) Schltdl., Fl. berol. (Berlin) 2: 128. 1824.
= Caeoma menthatum Link, Sp. pl., Edn 4 6(2): 47. 1825.
= Trichobasis labiatarum (DeCandolle) Léveillé, Dict. Univ. Hist. Nat. 12: 785 (19 
extr.). 1849.
= Trichobasis clinopodii Cooke, Microscopic fungi: 224. 1865.
Anamorfo: Uredo menthae Persoon, Syn. Meth. Fung.1: 220. 1801. Figura 2d-f
Uredinio tipo Uredo, soros anfígenos, solitarios o agrupados, circulares, ruptura de la 

epidermis evidente, sobre manchas cloróticas, pulverulentos, de color amarillo a marrón 

Figura 2. a-c. Uromyces occultus. a. Síntomas en tallos. b-c. Uredosporas. b. En vista mediana. 
c. En vista superficial. d-f. Puccinia menthae. d. Síntomas en haz (izquierda) y síntomas en envés 
(derecha). e-f. Uredosporas. e. En vista mediana. f. En vista superficial. g-i. Kweilingia divina. g. 
Vista general de uredinio. h-i. Uredosporas. h. En vista mediana. i. En vista superficial. j-m. Puccinia 
brachypodii var. poae-nemoralis. j. Vista general de uredinio. k. Paráfisis. l-m. Uredosporas. l. En 
vista mediana. m. En vista superficial.
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castaño; uredosporas globosas a subglobosas, elíptico-globosas, de 20-25 x 15-20 µm, de 
color amarillo pálido a hialino; pared con equinulas pequeñas, menor de 2.5 µm de grosor 
uniforme, de color amarillo pálido; 2 poros germinativos ecuatoriales a supraecuatoriales. 
Telio hipófilo, similar al Uredinio, de color marrón oscuro; teliosporas elipsoides, de 25-
28 x 15-18 µm, células apical y basal redondeadas, poco contraídas en el septo, de color 
marrón; pared verrugosa, especialmente en la célula superior, de hasta 2,5 µm de grosor, 
de color marrón castaño a marrón, umbo apical en la célula superior y en la inferior a un 
lado del septo; pedicelo frágil, cuando está presente, de 12,5 µm de largo, en ocasiones con 
inserción lateral, de color hialino.

Ciclo de vida: macrocíclico
Distribución geográfica: Argentina (Lindquist, 1982) y Colombia (Umaña, 1978).
Materiales estudiados: Mentha viridis (L.) L.: municipio de Belmira, alrededor de la 

Casa Montañitas-CORANTIOQUIA, 06°36,708´N y 75°39,161´O, 2.831 m s.n.m., Katherin 
Maritza Vanegas Berrouet, Mauricio Salazar Yepes, 1 de julio de 2015, MMUNM-2817. 

Observación: la roya Puccinia menthae se ha reportada en Colombia sobre Hyptis 
mutabilis var. spicata (Poit.) Briq., Mentha aquatica L. y Origanum vulgare L. (Buriticá, 
et al., 2014); el huésped M. viridis es un nuevo registro para Colombia. Esta roya reviste 
importancia económica y es ampliamente conocida, ya que parasita el orégano y la menta, 
plantas utilizadas en culinaria.

Espermogonio y ecio no observados, según Arthur (1934), espermogonio, principal-
mente hipófilo, asociado con los ecios. Ecio, principalmente con soros hipófilos, causando 
hipertrofias; eciosporas globosas, de 18-30 x 15-23 µm; pared finamente verrugosa de 1.5-
2.5 µm, de color amarillo pálido.

POACEAE
7. Kweilingia divina (Sydow) Buriticá, Rev. Acad. Colombiana Cienc. 22: 330. 1998.

Anamorfos: Aecidium thaungii Carvalho, Hennen & Figueiredo, Summa Phytopato. 
27(2): 261. 2001.
Physopella inflexa (Ito) Buriticá & Hennen, Rev. Acad. Colombiana Cienc. 19: 56. 1994.
= Physopella ignava (Arthur) Buriticá, Rev. Acad. Colombiana Cienc. 20(77): 204. 1996.
= Uredo ignava Arthur, Bull. Torrey Bot. Club 46: 121. 1888.
= Puccinia ignava Arthur, Bot. Gaz. 73(1): 64. 1922. Figura 2g-i
Uredinio tipo Physopella, soros anfígenos, en su mayoría hipófilos, elipsoides a ova-

lados, errumpentes, pulverulentos, de color marrón canela, siguiendo las nervaduras de 
las hojas; paráfisis curvadas, de 37-50 x 12-23 µm; pared en ocasiones engrosada en 
el ápice, de 2,5 x 5 µm, de color hialino a amarillo pálido; uredosporas elipsoides a 
obovoides, de 22-30 x 17-25 µm; pared con equinulas cortas de hasta 2,5 µm de grosor 
uniforme, de color marrón; poros germinativos 2 ecuatoriales.

Ciclo de vida: macrocíclico
Distribución geográfica: mundial (Hennen, et al., 2005).
Materiales estudiados: Chusquea sp.: municipio de Belmira, páramo de Belmira, 

camino a la Casa Montañitas-CORANTIOQUIA, 06°36,983´N y 75°39,400´O, 2.818 m 
s.n.m., Katherin Maritza Vanegas Berrouet, Mauricio Salazar Yepes, 3 de julio de 2015, 
MMUNM-2999.

Observación: las royas Puccinia phyllostachydis Kusano y Uredo chusquea Pardo-
Cardona han sido reportadas en Colombia sobre el huésped Chusquea sp. (Buriticá, et 
al., 2014); sin embargo, la roya encontrada concuerda perfectamente con K. divina, roya 
normalmente encontrada sobre otras bambusáceas presentes en Colombia. El huésped 
Chusquea sp. es un nuevo registro para la roya K. divina en el país.

Espermogonio, ecio y telio no observados. Según Buriticá (1998), espermogonio 
grupo VI. Ecio tipo Aecidium. Telio subepidermal, errumpente, pulvinado, coalescente, de 
150-200 μm, de color marrón oscuro; teliosporas cuboides u oblongas, de 13-18 x 10-16 
μm, en filas verticales de 2 a 6 esporas; pared de 1-1,5 μm a los lados, de 3-12 μm en el 
ápice, marrón castaña a marrón oscura.
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8. Puccinia brachypodii var. poae-nemoralis (G.H. Otth) Cummins & H.C. Greene, 
Mycologia 58(5): 705. 1966.

≡ Puccinia poae-nemoralis G.H. Otth, Mitteilungen der Naturforschenden Gesellschaft 
Bern 1870: 113. 1871. Figura 2j-m
Uredinio tipo Uredo, soros anfígenos, en su mayoría hipófilos, elipsoides, siguiendo 

las nervaduras de las hojas, causando manchas cloróticas, cubiertos por la epidermis, de 
color marrón canela; paráfisis numerosas, capitadas, cilíndricas, de 50-75 x 12-15 µm; 
pared lisa de 2,5-3 µm de grosor lateral, y 2,5-7 µm de grosor apical, de color amarillo 
pálido a hialino; uredosporas elipsoides, ovoides, de 20-25 x 17-23 µm; pared densamente 
equinulada menor de 2,5 µm de grosor, de color hialino; poros germinativos 5 a 8 dispersos.

Ciclo de vida: desconocido
Distribución geográfica: climas templados y altas altitudes en los trópicos (Hennen, 

et al., 2005).
Materiales estudiados: Anthoxanthum odoratum L.: municipio de Belmira, camino 

Belmira, páramo de Belmira, Casa Montañitas-CORANTIOQUIA, vereda Río Arriba, 
06°37,110´N y 75°39,545´O, 2.864 m s.n.m., Katherin Maritza Vanegas Berrouet, Mauricio 
Salazar Yepes, 1 de julio de 2015, MMUNM-2822; alrededor de la Casa Montañitas-
CORANTIOQUIA, 06°36,708´N y 75°39,161´O, 2.831 m s.n.m., Katherin Maritza 
Vanegas Berrouet, Mauricio Salazar Yepes, 1 de julio de 2015, MMUNM-2823; páramo de 
Belmira, camino a la Casa Montañitas-CORANTIOQUIA, 06°36,983´N y 75°39,400´O, 
2.818 m s.n.m., Katherin Maritza Vanegas Berrouet, Mauricio Salazar Yepes, 3 de julio de 
2015, MMUNM-2895. Municipio de Bello, corregimiento de San Félix, páramo Serranía de 
las Baldías, alrededor de las antenas, 06°19,815´N y 75°3,887´O, 3.173 m s.n.m., Katherin 
Maritza Vanegas Berrouet, Laura Carolina Álvarez, Lina Marcela López, Mauricio Salazar 
Yepes, 14 de febrero de 2015, MMUNM-2698; páramo Serranía de las Baldías, alrededor 
de las antenas, 06°19,819´N y 75°38,882´W, 3.181 m s.n.m., Katherin Maritza Vanegas 
Berrouet, Robinson Rivas, 1 de noviembre de 2015, MMUNM-3005. Municipio de Urrao, 
páramo del Sol, Piedra del Oso, 06°27,389´N y 76°05,298´O, 3.571 m s.n.m., Katherin 
Maritza Vanegas Berrouet, Mauricio Salazar Yepes, 22 de julio de 2015, MMUNM-2827. 
Poa infirma Kunth: municipio de Urrao, páramo del Sol, Piedra del Oso, 06°27,389´N 
y 76°05,298´O, 3.571 m s.n.m., Katherin Maritza Vanegas Berrouet, Mauricio Salazar 
Yepes, 22 de julio de 2015, MMUNM-2998.

Observación: en Colombia se ha reportado Puccinia brachypodii var. poae-nemoralis 
parasitando los huéspedes Alopecurus aequalis Sobol., Anthoxanthum odoratum L., Poa 
annua L., P. pratensis L. y Poidium juergensii (Hack.) Matthei (Buriticá, et al., 2014); el 
huésped P. infirma es un nuevo registro para Colombia. 

Telio no observado, según Cummins (1966), hipófilo, de color negro, cubierto por 
la epidermis, con paráfisis color marrón; teliosporas variables, mayormente ovoides u 
oblongas, de (31)35-50(64) x (14)17-23(25) µm; pared de 1-1,5 µm de grosor lateral, (3) 
4-6(7) µm de grosor apical, de color marrón castaño; pedicelo de 15 µm de largo o menos, 
de color marrón.

9. Puccinia coronata Corda, Icones fungorum hucusque cognitorum 1: 6. 1837.
(se citan 15 sinónimos ver Cummins, 1971).
Anamorfo: Aecidium rhamni J.F. Gmel., Syst. Nat.: 1472. 1792.
= Aecidium crassum Persoon, Syn. Meth. Fung.1: 208. 1801. Figura 3a-k
Uredinio tipo Uredo, soros hipófilos, alargados, asociados a manchas cloróticas, de 

color marrón canela, siguiendo las nervaduras de las hojas; paráfisis periferales, pocas; 
uredosporas elipsoides, de 22-28 x 17-23 µm; pared equinulada de hasta 2,5 µm de grosor 
uniforme, de color hialino a amarillo pálido; poros germinativos 5-9 dispersos. Telio 
anfígeno, solitario o agrupado, alargado, dispuesto longitudinalmente, de color negro; 
teliosporas clavado-oblongas, de 35-48 x 10-15 µm, célula apical aculeada, un poco más 
estrecha que la basal, poco contraída en el septo; pared lisa de menos de 2,5 µm de grosor 
lateral, de hasta 2.5 µm de grosor apical, con apéndices en el ápice de 5-13 x 2-5 µm, de 
color marrón dorado a rojo; pedicelo corto, deciduo, de color amarillo pálido.
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Ciclo de vida: macrocíclico
Distribución geográfica: cosmopolita (Hennen, et al., 2005)
Materiales estudiados: Bromus pitensis Kunth: municipio de Belmira, páramo de 

Belmira, Casa Montañitas-CORANTIOQUIA hacia Belmira, 06°36,807´N y 75°39,216´O, 
2.817 m s.n.m., Katherin Maritza Vanegas Berrouet, Mauricio Salazar Yepes, 3 de 
julio de 2015, MMUNM-3021; Casa Montañitas-CORANTIOQUIA, 06°36,708´N y 
75°39,161´O, 2.831 m s.n.m., Katherin Maritza Vanegas Berrouet, Mauricio Salazar 
Yepes, 1 de julio de 2015, MMUNM-3022. Holcus lanatus L.: municipio de Belmira, 

Figura 3. a-d. Puccinia coronata. a. Síntomas en haz (izquierda) y síntomas en envés (derecha). b. 
Uredosporas. c. Vista general del telio. d. Teliosporas. e-g. Puccinia graminis. e. Vista general del 
uredinio. f-g. Uredosporas. f. En vista mediana. g. En vista superficial. h-j. Puccinia macra. h-i.
Uredosporas. h. En vista mediana. i. En vista superficial. j. Teliosporas. k-l. Puccinia pseudoatra. k-l. 
Uredosporas. k. En vista mediana. l. En vista superficial. m-ñ. Puccinia pygmaea. m. Vista general del 
Uredinio con paráfisis. n-ñ. Uredosporas. n. En vista mediana. ñ. En vista superficial. o-q. Puccinia 
recondita. o-p. Uredosporas. o. En vista mediana. p. En vista superficial. q. Vista general del telio. 
r-t. Puccinia striiformis. r-s. Uredosporas. r. En vista mediana. s. En vista superficial. t. Teliosporas.
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camino a la Casa Montañitas-CORANTIOQUIA, desde el páramo de Belmira, Laguna 
Sabana, 06°36,896´N y 75°38,976´O, 2.886 m s.n.m. Katherin Maritza Vanegas Berrouet, 
Mauricio Salazar Yepes, 2 de julio de 2015, MMUNM-2824; páramo de Belmira, Casa 
Montañitas-CORANTIOQUIA, vereda Río Arriba, 06°37,110´N y 75°39,545´O, 2.813 m 
s.n.m., Katherin Maritza Vanegas Berrouet, Mauricio Salazar Yepes, 1 de julio de 2015, 
MMUNM-2825; páramo de Belmira, alrededor de la Casa Montañitas-CORANTIOQUIA, 
06°36,708´N y 75°39,161´W, 2.831 m s.n.m., Katherin Maritza Vanegas Berrouet, Mauricio 
Salazar Yepes, 1 de julio de 2015, MMUNM-2859. Municipio de Bello, corregimiento 
de San Félix, páramo Serranía de las Baldías, alrededor de las antenas, 06°19,815´N y 
75°3,887´O, 3.173 m s.n.m., Katherin Maritza Vanegas Berrouet, Laura Carolina Álvarez, 
Lina Marcela López, Mauricio Salazar Yepes, 20 de febrero de 2015, MMUNM-2699.

Observación: el huésped Bromus pitensis es un nuevo registro para Colombia para-
sitado por Puccinia coronata. Esta roya es ampliamente conocida, ya que parasita el cultivo 
de la avena a nivel mundial e incide en su rendimiento y calidad; además, también afecta 
plantas forrajeras de los géneros Festuca y Lolium (Ray grass).

Espermogonio y ecio no observados, Hennen, et al. (2005) reportan el ecio en plantas 
del género Berchemia, Rhamnus y Elaeagnus en el hemisferio norte; Corda (1837) 
describe los espermogonios ovalados. Ecio con soros hipófilos, caulinares, cilíndricos o 
copulados, amarillo o amarillo-purpúreos; eciosporas globosas a globoso poligonales, de 
17-25 x 13-20 μm; pared verrugosa de 1-1,5 μm de grosor.

10. Puccinia macra Arthur & Holway, Am. Bot.5: 465. 1918. Figura 3h-j
Uredinio tipo Uredo, soros hipófilos, solitarios o agrupados, longitudinales, siguiendo 

las nervaduras de las hojas, parcialmente cubiertos por la epidermis, pulverulentos, de color 
marrón dorado a amarillo; uredosporas elipsoides, de 25-28 x 22-25 µm; pared equinulada 
de 2,5 µm de grosor, de color amarillo pálido a marrón dorado; poros germinativos 5 a 9 
dispersos. Telio con soros hipófilos, solitarios, longitudinales, siguiendo las nervaduras de 
las hojas, pulvinados, de color marrón a negro; teliosporas clavadas, de 32-38 x 20-25 µm, 
célula apical redondeada, célula basal estrecha, poco o nada contraídas en el septo; pared 
lisa de hasta 2.5 µm de grosor lateral, 2,5-7,5 µm de grosor apical, de color amarillo dorado 
a marrón dorado; mesosporas presentes, de 25-28 x 25 µm; pared lisa de menos de 2,5 µm 
de grosor lateral, hasta de 10 µm de grosor apical, de color marrón pálido a marrón dorado.

Ciclo de vida: desconocido
Distribución geográfica: América (Cummnis, 1971).
Materiales estudiados: Paspalum trianae Pilg.: municipio de Belmira, vereda 

Río Arriba, páramo de Belmira, Casa Montañitas-CORANTIOQUIA, 06°37,010´N y 
75°39,630´O, 2.864 m s.n.m., Katherin Maritza Vanegas Berrouet, Mauricio Salazar 
Yepes, 1 de julio de 2015, MMUNM-3006.

Observación: en Colombia se ha reportado Puccinia macra parasitando a Paspalum 
candidum (Humb. & Bonpl. ex Flüggé) Kunth, P. paniculatum L. y P. prostratum Scribn. 
& Merr. (Buriticá, et al., 2014); el huésped P. trianae es un nuevo registro para el país.

11. Puccinia pseudoatra Cummins, Mycologia 34(6): 688. 1942. Figura 3k-l
Uredinio tipo Uredo, soros hipófilos, solitarios o agrupados, de origen subepidermal, 

pulverulentos, longitudinales siguiendo las nervaduras de las hojas, de color marrón a 
marrón canela; uredosporas globosas en ocasiones elipsoides, de 25-28 x 22-25 µm; pared 
finamente verrugosa de 2,5 µm de grosor, de color marrón dorado; poros germinativos 5 
a 8 dispersos.

Ciclo de vida: desconocido
Distribución geográfica: Argentina, Bolivia, Ecuador, Perú (Cummins, 1971), Brasil 

(Hennen, et al., 2005) y Colombia.
Materiales estudiados: Paspalum trianae Pilg.: municipio de Urrao, páramo del Sol, 

camino Piedra del Oso-cerro Campanas, puente largo, 06°27,361´N y 76°05,642´O, 3.627 
m s.n.m., Katherin Maritza Vanegas Berrouet, Mauricio Salazar Yepes, 23 de julio de 2015, 
MMUNM-3007.
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Observación: En Colombia se han reportado dos especies de royas parasitando 
plantas del género Paspalum: Puccinia chaetochloae Arthur y Phakopsora compressa 
(Arthur & Holway) Buriticá & Hennen (Buriticá, et al., 2014); sin embargo, los caracteres 
morfológicos encontrados en la muestra estudiada no concuerdan con las descripciones 
previas de estas especies. La morfología encontrada concuerda con la especie Puccinia 
pseudoatra, la cual es un nuevo registro para Colombia, y es la primera vez que se reporta 
P. trianae parasitado por una roya en el país. 

Telio no observado; según Cummins (1942), telio similar al uredinio, de color marrón 
oscuro, pulvinado; teliosporas de 29-37 x 21-26 µm; pared de 2-3 µm, delgada a los lados, 
5 a 8 µm apical, de color marrón castaño, lisa; pedicelo de alrededor de 90 µm de largo, de 
color hialino, algunas veces delgado y conspicuo.

12. Puccinia pygmaea Erikss, Fungi paras. Scand.: no. 449. 1895.
= Dicaeoma pygmaeum (Erikss) Arthur & Fromme, North American Flora 7(4-5): 
311. 1920. 
= Pleomeris pygmaea (Erikss) Sydow, Annales Mycologici 19(3-4): 171. 1921.
Figura 3m-ñ
Uredinio tipo Uredo, soros hipófilos, solitarios o agrupados, pequeños, circulares y 

ovalados, de origen subepidermal, cubiertos por la epidermis, pulverulentos, longitudi-
nales, siguiendo las nervaduras de las hojas, de color amarillo a marrón dorado; paráfisis 
abundantes, capitadas, de 37-68 x 12-23 µm; pared lisa de menos de 2,5 µm de grosor, de 
color hialino; uredosporas globosas, elipsoides, de 20-25 µm de diámetro; pared equinu-
lada de hasta 2,5 µm de grosor, de color amarillo a marrón dorado; poros germinativos 5 
a 9 dispersos.

Ciclo de vida: macrocíclico
Distribución geográfica: zonas altas (Cummins, 1971) y Colombia.
Materiales estudiados: Agrostis sp.: municipio de Belmira, páramo de Belmira, 

alrededores de la laguna Sabana, 06°37,312’N y 75°38,716’O, 3.128 m s.n.m., Katherin 
Maritza Vanegas Berrouet, Mauricio Salazar Yepes, 3 de julio de 2015, MMUNM-3004. 
Calamagrostis effusa (Kunth) Steud.: municipio de Urrao, camino Piedra del Oso, Cerro 
Campanas, puente largo, 06°27,361´N y 76°05,642´O, 3.627 m s.n.m., Katherin Maritza 
Vanegas Berrouet, Mauricio Salazar Yepes, 23 de julio de 2015, MMUNM-3018.

Observación: en Colombia se han reportado sobre el género Calamagrostis las 
royas Puccinia coronata, P. graminis y P. striiformis y en el género Agrostis, las royas 
Physopella agrostidis, P. coronata y P. graminis (Buriticá, et al., 2014); sin embargo, las 
descripciones previas de estas especies no concuerdan con lo observado en las muestras 
estudiadas, ya que presentan gran cantidad de paráfisis capitadas, mezcladas en el soro 
y uredosporas de un diámetro, ornamentación y número de poros germinativos similar 
a lo descrito en Puccinia pygmaea, constituyéndose en un nuevo registro para el país; 
asimismo, se reporta por primera vez el huésped C. effusa parasitado por roya.

Espermogonio, ecio y telio no observados; según Arthur (1934), el espermogonio y 
el ecio ocurren sobre plantas de la familia Berberidaceae; espermogonio epífilo, agrupado. 
Ecio hipófilo, agrupado, cupulado; eciosporas globosas o elipsoides, de 19-24 x 16-21 
µm; pared finamente verrugosa de 1,5 µm de grosor, de color hialino. Telio hipófilo, 
compacto, cubierto por la epidermis; teliosporas clavadas o cilíndricas, de 29-51 x 12-21 
µm, truncadas en el ápice y un poco contraídas en el septo; pared de 3-5 µm de grosor en 
el ápice y 1 µm de grosor lateral, de color marrón castaño; pedicelo corto, de color marrón 
castaño oscuro.

13. Puccinia recondita Roberge ex Desmazieres, Bull. Soc. Bot. Francia 4: 798. 1857. 
(Se citan más de 66 sinónimos ver Cummins, 1971).

Anamorfos: Aecidium clematidis DeCandolle. Fl. France. 2: 243. 1805.
Uredo rubigo-vera DC. Fl. France. 5: 83. 1815. Figura 3o-q
Uredinio tipo Uredo, soros anfígenos, en su mayoría hipófilos, alargados, siguiendo 

las nervaduras de las hojas, de origen subepidermal, causando manchas cloróticas, pul-
verulentos, de color marrón dorado; uredosporas elipsoides, obovoides, de 25-33 x 20-25 
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µm; pared equinulada de 2,5 µm de grosor, de color marrón dorado; poros germinativos 
5 a 9 dispersos. Telio igual al uredinio, de color marrón a negro; paráfisis pocas, de color 
marrón dorado; teliosporas oblongas, clavadas, de 42-53 x 10-13 µm; pared lisa de menos 
de 2,5 µm de grosor lateral y 2,5-5 µm de grosor apical, de color marrón en la célula apical 
y en la basal de color amarillo pálido a hialino; pedicelo caduco, de color marrón pálido.

Ciclo de vida: macrocíclico
Distribución geográfica: mundial (Hennen, et al., 2005).
Materiales estudiados: Bromus pitensis Kunth: municipio de Urrao, páramo del Sol, 

Alto del Burro-camino a Urrao, 06°26,918´N y 76°05,156´O, 3.361 m s.n.m., Katherin 
Maritza Vanegas Berrouet, Mauricio Salazar Yepes, 24 de julio de 2015, MMUNM-3023. 
Calamagrostis bogotensis (Pilg.) Pilg.: municipio de Urrao, páramo del Sol, Piedra del 
Oso, 06°27,389´N y 76°05,298´O, 3.571 m s.n.m., Katherin Maritza Vanegas Berrouet, 
Mauricio Salazar Yepes, 22 de julio de 2015, MMUNM-3017; páramo del Sol, Piedra del 
Oso, 06°27,389´N y 76°05,298´W, 3.571 m s.n.m., Katherin Maritza Vanegas Berrouet, 
Mauricio Salazar Yepes, 22 de julio de 2015, MMUNM-3016. Calamagrostis sp.: 
municipio de Urrao, páramo del Sol, Piedra del Oso, 06°27,389´N y 76°05,298´O, 3.571 
m s.n.m., Katherin Maritza Vanegas Berrouet, Mauricio Salazar Yepes, 22 de julio de 2015, 
MMUNM-3011; camino Cerro Campanas-Pico de Águila, 06°27,685´N y 75°05,992´O, 
3.763 m s.n.m., Katherin Maritza Vanegas Berrouet, Mauricio Salazar Yepes, 23 de julio 
de 2015, MMUNM-3013.

Observación: en Colombia se ha reportado Puccinia recondita parasitando a Bromus 
unioloides Kunth, Secale cereale L. y Triticum aestivum L. (Buriticá, et al., 2014); los 
huéspedes B. pitensis y C. bogotensis son nuevos registros para el país. Esta roya es 
conocida a nivel mundial por causar grandes pérdidas en la producción y rendimiento de 
la avena y el trigo.

Espermogonio y ecio no observados; según Hennen, et al. (2005) se pueden encontrar 
parasitando plantas de las familias Balsaminaceae, Boraginaceae, Hydrophyllaceae y 
Ranunculaceae; según Lindquist (1982), en hojas y peciolos provocado engrosamiento 
de estos últimos. Espermogonios globosos, subepidermales, con perífisis salientes, de 
130-150 x 100-200 μm. Ecio con soros epífilos y peciolares, cupulados, de 300-350 μm 
de diámetro, células peridiales poliédricas, membrana interna verrugosa, externa lisa; 
eciosporas globosas a elipsoides, de 18-25 x 16-18 μm; pared verrugosa de 1-2 μm de 
grosor, de color hialino.

14. Puccinia striiformis Westend, Bull. Acad. R. Sci. Belg., Cl. Sci. 21(2): 235. 1854. 
(se citan 5 sinónimos ver Cummins, 1971).
Anamorfo: Uredo glumarum J.K. Schmidt, Allgem. Oekon-Tech. Fl. 1: 27. 1827.
Figura 3r-t
Uredinio tipo Uredo, soros hipófilos, solitarios o agrupados, longitudinales, siguiendo 

las nervaduras de las hojas, errumpentes, de color marrón a marrón castaño; paráfisis 
periferales; uredosporas elipsoides, globosas, oblongas, de 20-30 x 15-20 µm; pared 
equinulada de menos de 2,5 µm de grosor, de color hialino a amarillo pálido; poros 
germinativos 5 a 9 dispersos. Telio hipófilo, solitario o agrupado, pulvinado, longitudinal, 
siguiendo las nervaduras de las hojas, de color marrón a negro; paráfisis pocas; teliosporas 
oblongas a clavadas, de 32-45 x 12-18 µm, célula apical truncada, poco contraída en el 
septo; pared lisa de menos de 2,5 µm de grosor lateral y 2,5-5 µm de grosor apical, de color 
marrón castaño a marrón dorado. 

Ciclo de vida: desconocido
Distribución geográfica: en climas fríos alrededor del mundo (Hennen, et al., 2005).
Materiales estudiados: Calamagrostis effusa (Kunth) Steud.: municipio de Urrao, 

páramo del Sol, Piedra del Oso, 06°27,389´N y 76°05,298´O, 3.571 m s.n.m., Katherin 
Maritza Vanegas Berrouet, Mauricio Salazar Yepes, 22 de julio de 2015, MMUNM-3009. 
Calamagrostis cf. viridiflavescens (Poir.) Steud.: municipio de Belmira, páramo de Belmira, 
alrededores de la laguna Sabana, 06°37,312´N y 75°38,716´O, 3.128 m s.n.m., Katherin 
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Maritza Vanegas Berrouet, Mauricio Salazar Yepes, 2 de julio de 2015, MMUNM-3014; 
páramo de Belmira, camino a la Casa Montañitas-CORANTIOQUIA hacia Belmira, 
06°36,807´N y 75°39,216´O, 2.817 m s.n.m., Katherin Maritza Vanegas Berrouet, 
Mauricio Salazar Yepes, 3 de julio de 2015, MMUNM-3015. Calamagrostis sp.: municipio 
de Belmira, páramo de Belmira, alrededores de la Casa Montañitas-CORANTIOQUIA, 
06°36,708´N y 75°39,161´O, 2.831 m s.n.m., Katherin Maritza Vanegas Berrouet, Mauricio 
Salazar Yepes, 1 de julio de 2015, MMUNM-3008. Municipio de Urrao, páramo del Sol, 
camino Piedra del Oso-Cerro Campanas, puente largo, 06°27,361´N y 76°05,642´O, 3.627 
m s.n.m., Katherin Maritza Vanegas Berrouet, Mauricio Salazar Yepes, 23 de julio de 2015, 
MMUNM-3010; páramo del Sol, camino Cerro-Campanas Pico de Águila, 06°27,685´N 
y 75°05,992´O, 3.763 m s.n.m., Katherin Maritza Vanegas Berrouet, Mauricio Salazar 
Yepes, 23 de julio de 2015, MMUNM-3012. Holcus lanatus L.: municipio de Bello, 
páramo Serranía de las Baldías, alrededor de las antenas, 06°19,819´N y 75°38,882´OW, 
3.181 m s.n.m., Katherin Maritza Vanegas Berrouet, Robinson Rivas, 1 de noviembre de 
2015, MMUNM-2860.

Observación: en Colombia se ha registrado la roya Puccinia striiformis parasitando 
los huéspedes Calamagrostis pittieri Hack., Dactylis glomerata L., Hordeum vulgare L. 
y Triticum aestivum L. (Buriticá, et al., 2014); los huéspedes H. lanatus, C. effusa y C. 
viridiflavescens son nuevos registros para el país. La roya P. striiformis es conocida a 
nivel mundial por parasitar plantas de importancia económica como la cebada y el trigo, 
causando pérdidas en su rendimiento.

Discusión
Se identificaron 14 especies de royas que incluyen dos nuevos registros para la biota 
de Pucciniales de Colombia (Puccinia pseudoatra y Puccinia pygmaea), recolectadas 
sobre la familia Poaceae, para un total de 57 especies de royas reportadas sobre este 
importante grupo de plantas, lo que la convierte en segunda familia botánica con mayor 
número de registros de Pucciniales en Colombia. Entre los 14 nuevos huéspedes para-
sitados: A. longegeniculatum, B. pitensis, C. effusa, C. viridiflavescens, C. bogotensis, 
Chusquea sp., E. cf. glossophyllum, G. mosquerae, H. lanatus, J. echinocephalus, M. 
viridis, P. trianae, P. infirma y R. ecuadorense, se destaca el huésped B. pitensis, el cual se 
encontró parasitado por dos royas de importancia económica, P. coronata y P. recondita; 
este registro, unido a la presencia de royas como K. divina, P. menthae, P. striiformis y 
U. anthurii, revelan que los páramos son refugios fitosanitarios de royas de importancia 
en la agricultura. 

Conclusiones
A pesar de que las recolecciones en los páramos son de exploración limitada debido a las 
dificultades de acceso y a las condiciones climáticas, entre otros, los ejemplares parasi-
tados por royas constituyen en su mayoría una novedad para los páramos del país que, a 
pesar de haber sido ampliamente estudiados en cuanto a su diversidad biológica, todavía 
no lo son en cuanto a los Pucciniales presentes en el departamento de Antioquia.
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Resumen
Los drenajes de mina se consideran el principal contaminante proveniente de las actividades mineras 
debido al impacto que generan sobre los ecosistemas. En este trabajo se evaluó el efecto de los 
drenajes ácidos y neutros de minas de carbón sobre la actividad y la diversidad de las comunidades 
microbianas del suelo. En la primera se determinó mediante la cuantificación de las enzimas 
β-glucosidasa, ureasa, fosfatasa ácida y alcalina, deshidrogenasa y celulolítica, y la diversidad 
mediante una librería de clones en la que se identificaron 45 géneros bacterianos. Los resultados 
se relacionaron con los parámetros fisicoquímicos de los suelos afectados mediante un análisis de 
correspondencia canónica y una red biológica de los ciclos biogeoquímicos. Se encontró que, en 
suelos afectados por drenajes ácidos y neutros de mina, la actividad de las enzimas β-glucosidasa, 
ureasa y fosfatasa ácida y alcalina disminuyó significativamente, en tanto que la actividad de las 
enzimas deshidrogenasas y celulolíticas aumentó. Por otra parte, los nutrientes (carbono y nitrógeno), 
al igual que los metales (Mn, Fe, Pb, Cd y Mg) y los sulfuros, fueron las variables fisicoquímicas con 
mayor impacto sobre las comunidades bacterianas del suelo. Los metales y los sulfuros tienen un 
papel importante en la adaptación de la población microbiana en ambientes mineros, sin embargo, 
cuando se utiliza enmienda orgánica, disminuye el impacto sobre la comunidad al conservarse el 
ciclo de nutrientes.
Palabras clave: Actividad enzimática; Ciclos biogeoquímicos; Drenajes ácidos y neutros; Diversidad 
microbiana del suelo.

Abstract
Mine drainage is an unwanted pollutant generated during mining activities, which produces negative 
impacts on ecosystems. To evaluate the effects of acid and neutral mine drainage on microbial 
communities in the soil, it was determined the enzymatic activity by quantifying β-glucosidase, 
urease, acid and alkaline phosphatase, dehydrogenase, and cellulolytic enzymes, while the diversity 
was evaluated using a clone library where we identified 45 genera. The results correlated to the 
biological and physiochemical parameters using canonical correspondence analysis and a biological 
network. The results showed that in soils affected with acid and neutral drainages, the activity of β 
glucosidase, urease, acid, and alkaline phosphatases enzymes decreased, while the dehydrogenases 
and cellulolytic activity increased. On the other hand, nutrients (carbon and nitrogen), metals (Mn, 
Fe, Pb, Cd, and Mg), and sulfates were the physicochemical variables with the greatest impact 
on bacterial diversity. Metals and sulfate play an important role in the adaptation of the microbial 
population in mining environments, however, some organic sources can reduce the impact on the 
community by conserving the biogeochemical cycles. 
Keywords: Enzymatic activity; Biogeochemical cycles; Mine drainage; Shifts in microbial 
composition of soil.
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Introducción
Durante la explotación minera los minerales sulfurados presentes en el suelo entran en 
contacto con el agua y el oxígeno del ambiente generando drenajes de mina que pueden 
ser corrosivos, tóxicos e, incluso, radioactivos. Se clasifican como drenajes ácidos de 
mina (DAM) si el pH es <4,5 o como drenajes neutros de mina (DNM) cuando el pH se 
encuentra entre 4,5 y 7,5. Los DAM presentan un alto contenido de sulfatos y metales 
disueltos, como Mn2+, Fe3+, Al3+, Cd2+, Cu2+, Ni2+, Pb2+ ,Zn2+y As (III/V), en tanto que los 
DNM contienen menor concentración de sulfatos disueltos pero pueden contener Cd2+, 
Ni2+, Mn2+ y Zn2+ (Nordstrom, et al., 2015).

Las características fisicoquímicas de los drenajes de mina y la forma en que son dis-
puestos sobre el suelo producen efectos negativos sobre la composición de las comuni-
dades microbianas asociadas con los ciclos biogeoquímicos (Pereira, et al., 2015). Los 
metales presentes en los DAM son bioacumulados a nivel celular generando toxicidad por la 
obstrucción del sitio activo de algunas enzimas, así como afectación en la síntesis del ADN 
y las proteínas (Jaishankar, et al., 2014). Por otra parte, aun cuando los DNM contienen 
menor concentración de metales y sulfatos, estos ocasionan la precipitación de minerales 
que incrementan la salinidad del suelo y tienen un impacto en la diversidad y la abundancia 
de las comunidades microbianas (Pereira, et al., 2014). También se ha encontrado que los 
drenajes de mina favorecen la presencia de géneros de bacterias acidófilas, oxidadoras y 
reductoras de hierro y azufre como las bacterias sulfato reductoras, que pueden subsistir en 
condiciones de alta concentración de metales, poca concentración de nutrientes, pH ácido 
y sulfatos (Méndez-García, et al., 2015) cambiando la composición microbiana original. 

En el primer trimestre del 2018 se reportó en Colombia la explotación de 19.000 
millones de toneladas de carbón. El Distrito Minero de Zipa-Samacá es uno de los con-
glomerados mineros más importantes del país cuya producción estimada de drenaje de 
mina es de 74.000 m3 al mes, con alta concentración de metales disueltos, como Fe+2, Mn+2, 
Zn+2, Ca+2 y Mg+2 (164,4 ± 92,6; 29,2 ± 14,5; 14,3 ± 11,0; 230,5 ± 14,4, y 130 ± 63,2 mg 
L-1, respectivamente), de sulfato (2.345 ± 208 mg L-1), y un pH entre 3,0 y 8,0 (Vásquez, 
et al., 2016). Aunque el gremio minero y algunas universidades han desplegado esfuerzos 
para mitigar y remediar el impacto de los drenajes sobre las fuentes de agua, aún no hay 
reportes sobre el impacto de estos vertimientos en el suelo. 

En estudios previos se ha logrado determinar el efecto de los drenajes de mina sobre las 
comunidades microbianas y cómo afectan los ciclos biogeoquímicos (Pereira, et al., 2015; 
Méndez-García, et al., 2015; Da Costa, et al., 2016), por lo que dicho impacto puede 
determinarse a partir de la actividad enzimática de las β glucosidasas, ureasas y fosfatasas 
ácidas y alcalinas, las cuales están vinculadas con la descomposición de materia orgánica 
y los ciclos de nutrientes como el carbón, el nitrógeno y el fosforo (Vallejo, 2012). Las 
enzimas son bioindicadores de la calidad y la fertilidad del suelo, ya que se relacionan con 
la catálisis del ciclo de nutrientes, la composición microbiana y los nutrientes disponibles 
en el suelo. Asimismo, las enzimas están involucradas en la mitigación de los efectos 
de los componentes tóxicos en el suelo durante la remediación (Gunjal, et al., 2019; 
Dotanilla, et al., 2019).  

Las enzimas deshidrogenasas y celulíticas son generalistas, ya que son indicadores 
del flujo energético, la respiración microbiana y la biomasa microbiana total en diversos 
sustratos (Brkljača, et al., 2019). Además, son constituyentes de las rutas metabólicas 
de fosfatos como la gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y la glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa (G6PDH), del metabolismo del nitrógeno, como el glutamato 
deshidrogenasa, y del carbono, como el monóxido deshidrogenasa y la alfa-cetoglutarato 
deshidrogenasa. Por lo tanto, cuantificar la actividad enzimática de los microorganismos 
del suelo permite evaluar las perturbaciones ocasionadas por un contaminante. 

En estudios anteriores se ha concluido que la presencia de drenajes de mina en 
suelos disminuye la disponibilidad de compuestos orgánicos y aumenta la presencia 
de los grupos sulfato, lo cual afecta la actividad enzimática relacionada con el ciclo 
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de nutrientes y aumenta otros ciclos biogeoquímicos (Bott, et al., 2012; Da costa, et 
al., 2016), en tanto que los metales y el pH pueden inhibir una enzima o favorecer su 
actividad (Chen, et al., 2018). 

En este estudio se evaluó el efecto de los drenajes ácidos y neutros de mina de 
carbón sobre la actividad de las enzimas β-glucosidasa, ureasa, fosfatasa ácida y alcalina, 
deshidrogenasa y celulolítica en el suelo. Además, mediante una librería de clones, se 
identificaron los géneros bacterianos y se correlacionaron con los parámetros fisicoquímicos 
y los ciclos biogeoquímicos utilizando un suelo de bosque de roble como control.

Materiales y métodos
Área de estudio 
Las muestras se recolectaron en los canales excavados en el suelo por donde circulan los 
drenajes de la mina de carbón La Jabonosa, perteneciente al gremio Uniminas Ltda., del 
municipio de Guachetá (5° 22’ N, y 73° 40’ O), distrito minero de Zipa - Samacá. En la 
mina, el DNM es bombeado a la superficie cada ocho horas y se almacena en un tanque de 
sedimentación para luego ser liberado a través de un canal excavado en el suelo (~50 cm 
de ancho, 30 cm profundidad y 5 m de largo), que llega hasta una pastura donde el DNM se 
percola en el suelo. Por otro lado, en la misma área hay tres depósitos de residuos estériles 
de carbón expuestos a la intemperie que lentamente lixivian DAM, el cual sigue varios 
caminos a través del suelo llegando a una pastura donde se encuentra ganado vacuno, y allí 
se percola. Por último, como control se utilizó el suelo de la reserva forestal El Robledal (5° 
27’ N, y 73° 40’ O) en cercanías del municipio de Guachetá, declarada área protegida por 
la CAR en 1981 dada su cercanía a la laguna de Fúquene y por los servicios ecosistémicos 
que presta (Rubio, 2016). En dicha reserva predominan robles y vegetación secundaria.

Recolección de muestras 
Para la recolección de las muestras se tuvo en cuenta la posición de la fuente de drenaje 
y las condiciones climáticas. Las muestras de suelo con vertimiento de drenaje neutro 
(sDNM) y de drenaje ácido de mina (sDAM) se tomaron con un barreno manual plástico 
de las paredes y el fondo de los canales por donde circula el drenaje; en cada uno se 
tomaron 10 muestras que se mezclaron en pesos iguales hasta obtener una sola muestra 
compuesta que fue dividida en tres partes: la primera para la caracterización fisicoquímica, 
la segunda para la actividad enzimática, y la tercera para los ensayos moleculares. Las 
muestras se preservaron en tubos y bolsas estériles mantenidas en hielo hasta la llegada al 
laboratorio; la primera y la segunda muestras se refrigeraron en nevera a 4 °C, y la tercera 
se preservó a -20 °C (Pereira, et al., 2014). 

La muestra de control se recolectó en un cuadrante de 10 × 10 m de bosque subdividido 
en cuatro áreas iguales y en cada una de ellas se tomaron cuatro muestras periféricas y una 
central de 8 cm de profundidad. Posteriormente, se tomó un peso igual (200 g) de cada 
muestra y las porciones se mezclaron para obtener una muestra compuesta de la cual se 
retiraron manualmente los objetos extraños (hojas, raíces, piedras). Todas las muestras se 
recolectaron por duplicado.

Análisis fisicoquímicos de las muestras de suelo
Los parámetros fisicoquímicos se determinaron in situ a lo largo de los canales donde 
circulaba el DAM y el DNM; se sumergió una sonda multiparamétrica (HI 9828, Hanna® 
Instruments; Woonsocket, RI) para medir el pH, el potencial de óxido-reducción (ORP), el 
oxígeno disuelto (OD) y la salinidad; en el suelo de bosque no se tomaron estas medidas 
porque las muestras se tomaron lejos de fuentes de agua. Cada muestra de suelo se analizó 
por duplicado en los laboratorios de suelo de la Universidad Central y los resultados se 
corrigieron por contenido de humedad y se expresaron en peso seco. El pH se midió con 
un medidor de pH (Lab 870, Schott, Mainz, Germany) usando una relación de 1:1 de suelo 
y agua desionizada según el método 4972-0153 (American Society of Testing Materials-
ASTM, 1995). La humedad se determinó por la diferencia de peso entre suelo húmedo y 
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suelo seco (ASTM, 1995), los sólidos totales volátiles (STV) se determinaron a 250 °C 
durante 2 h (American Public Health Association-APHA, 2005), el nitrógeno orgánico 
total (NOT) con el método 4500-Norg (APHA, 2005) y el carbono orgánico total (COT) 
según el método de titulación (Schumacher, 2002). Los metales totales presentes en el 
suelo se liberaron por digestión ácida y se cuantificaron por absorción atómica (Varian, 
240 FS, Agilent Technologies, Santa Clara, CA), usando el método 7000B (Unied States 
Environmental Protection Agency-US EPA, 2001). El contenido de ceniza se determinó 
en mufla a 750 °C (método D2974) (ASTM, 1995), el sulfato soluble se extrajo con HCl 
(38 %, v/v) según el protocolo de Sobek, et al. (1978) y se cuantificó mediante el método 
turbidimétrico. Por último, los sulfuros ácidos volátiles (SAV) se liberaron con el método 
de purga y trampa descrito por Di Toro, et al. (2005) y se cuantificaron con el método de 
azul de metileno.

Determinación de la actividad enzimática 
Para evaluar cómo los drenajes de mina afectan la actividad enzimática de las comunida-
des microbianas, se utilizó suelo seco al aire por 24 horas y cada análisis se realizó por 
duplicado. La actividad de las enzimas deshidrogenasas y celulolíticas se cuantificaron 
utilizando 1 g de suelo según el protocolo descrito por Serra-Wittling, et al. (1995), que 
emplea como aceptores de electrones el cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio y la carboxi-
metilcelulosa, respectivamente. La cuantificación de estas enzimas permite evaluar la 
respiración celular y la reducción de azúcares en el suelo. La actividad de las enzimas 
β-glucosidasas, fosfatasa alcalina y fosfatasa ácida se determinó con 0,3 g de suelo, para 
las β- glucosidasas se utilizó como sustrato p-nitrofenil-β-glucopiranósido, el cual genera 
la liberación enzimática de glucosidasa p-nitrofenol. Para las fosfatasas se utilizó como 
sustrato p-nitrofenil fosfato tetrahidratado, el cual participa en la catálisis del p-nitrofenol, 
lo que permitió la medición de la concentración enzimática. Para la actividad de la enzima 
ureasa se utilizaron 0,15 g de suelo siguiendo los métodos modificados por Vallejo (2012), 
en los cuales se utiliza la urea como sustrato para la liberación y cuantificación del amonio 
durante la actividad enzimática.

Análisis moleculares 
Para la identificación de las comunidades bacterianas presentes en suelos afectados por 
los drenajes y en los de control, se construyó una librería de clones del gen 16SrRNA. El 
ADN metagenómico fue extraído con el estuche NucleoSpin® Soil (Macherey-Nagel). 
En la amplificación de 900 pb del gen 16S rRNA se utilizaron los iniciadores diseñados 
por Wang (1999) a una concentración final de 0,3 µM,1x de tampón KCl, 2mM de 
MgCl2, 0,2mM de dNTPs , 0,5 U/ul de Taq polimerasa (Thermo Scientific), 2 µl de ADN 
cuantificado por Nanodrop® y 3mg/L de BSA como estabilizador bajo las siguientes 
condiciones: desnaturalización inicial a 95 °C durante 5 minutos, 25 ciclos a 95 °C por 40 
segundos, a 53 °C por 30 segundos y a 72 °C por 1 minuto, y una extensión final a 72 °C 
por 10 minutos. El producto de la PCR se purificó con el estuche UltraClean® PCR Clean-
Up (MO BIO Laboratories, Inc.) siguiendo el protocolo del fabricante. Posteriormente, 
se hizo la clonación comenzando por la ligación de los productos de la PCR purificados 
al vector del estuche TOPO™ TA Cloning™ Kit (Invitrogen), y la transformación de las 
células competentes One Shot®Topo10 (Invitrogen). De las librerías genómicas de cada 
muestra de suelo se seleccionaron al azar 50 clones, a los cuales se les verificó la correcta 
inserción mediante PCR. Por último, se escogieron 32 clones para cada tipo de suelo, a los 
cuales se les extrajeron los plásmidos con el estuche Zyppy™ Plasmid Miniprep (Zymo 
Research), que luego fueron secuenciados con el método Sanger en el Instituto de Genética 
de la Universidad Nacional. 

La edición manual de las secuencias se realizó con el programa Geneious (Bio-
matters Limited) y la identificación con la herramienta BLAST del National Center 
for Biotechnology Information (NCBI). En el análisis se tuvo en cuenta un porcentaje 
de similitud de > 99 % y se logró identificar las secuencias hasta el nivel taxonómico 
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de género. Por último, con el fin de relacionar los géneros encontrados con los ciclos 
biogeoquímicos del suelo, se construyó una red biológica utilizando la aplicación 
Cytoscape (v 3; Cytoscape Consortium).

Análisis estadísticos
Inicialmente, se hizo la normalización y homogenización de los datos fisicoquímicos y de 
actividad enzimática para llevar a cabo un análisis de varianza de una vía (ANOVA), lo 
que permitió establecer las diferencias estadísticamente significativas entre las variables 
evaluadas. Posteriormente, se hicieron pruebas de comparaciones múltiples (Tukey) y 
correlaciones de Pearson para buscar las variables fisicoquímicas que se correlacionaban 
linealmente. Los análisis se procesaron mediante el programa SPSS Statistics 19. Para 
evaluar la correlación entre variables fisicoquímicas y la actividad enzimática con los 
géneros bacterianos identificados y las muestras, se hizo un diagrama de ordenación 
(triplot) con base en un análisis multivariado de correspondencia canónica (ACC; número 
de permutaciones = 999 y α = 0,05) usando el programa CANOCO (Braak & Smilauer, 
1998), después de estandarizarlas con la ecuación ((x+1)/DE).

Resultados
Caracterización fisicoquímica de las muestras de suelo
Las variables fisicoquímicas evaluadas in situ en los canales del suelo por donde circulaba 
el drenaje mostraron diferencias significativas (ANOVA, p≤0,05). El DAM presentó un 
pH de 3,28 ± 0,70 con una salinidad de 4,30 ± 0,60 mg L-1, un ORP de 357,8 ± 40 mV y 
OD de 1,15 ± 0,23 mg L-1. Por otro lado, el DNM tenía un pH de 7,20 ± 0,80, con salinidad 
de 2,50 ± 0,30 mg L-1, ORP de -27,6 ± 7,0 mV, y no se registró OD. 

En el laboratorio se analizaron las muestras de suelo (sDAM, sDNM y del bosque) y 
se encontraron diferencias significativas (ANOVA, p≤0,05) en la mayoría de sus propieda-
des fisicoquímicas, con excepción de los STV, el Ca y la humedad (Tabla 1). El análisis 
de Pearson evidenció una correlación positiva de las cenizas con los metales (Zn 0,987; Pb 
0,974; Mn 0,955; Fe 0,931, y Cd 0,972; p=0,01) y negativa con el COT (– 0,979; p=0,01), 
y, además, una correlación positiva de los metales Zn, Mn y Pb con los SAV (0,923, 
0,894,0,840; p<0,05 respectivamente), en tanto que el sulfato se correlacionó de manera 
negativa con el pH y el NOT (– 7,40 y – 0,880; p<0,05, respectivamente), el Fe mostró una 
correlación positiva con el Mn, el Pb y el Cd (0,982, 0,995,0,832; p=0,01, respectivamente) 
y negativa con el Zn y el NOT (– 0,951 y – 0, 887; p=0,01, respectivamente). Se observó, 
asimismo, una correlación positiva entre el COT y el NOT (0,984 y 0,835; p<0,05).

Determinación de la actividad enzimática 
La actividad enzimática (β-glucosidasa, fosfatasa ácida y alcalina, DHS y celulolítica) 
registró diferencias estadísticamente significativas entre los tres tipos de suelo evaluados 
(ANOVA, p≤0,05). La mayor actividad de las enzimas β-glucosidasa, fosfatasa ácida y 
alcalina se observó en el suelo de bosque; en el caso de la enzima ureasa no se encontró 
actividad significativa en ninguno de los suelos evaluados. En el caso de las enzimas DHS 
y celulolítica, su actividad fue mayor en el sDAM. La actividad de la enzima DHS mostró 
una correlación positiva (Pearson) con los sulfatos (0,967; p=0,001) y negativa con la 
actividad de la enzima β-glucosidasa y el NOT (-0,963 y -0,921; p<0,05, respectivamente). 
En el caso de sDNM, no se encontraron diferencias significativas en ninguna de las enzimas 
(Figura 1).

La actividad de la enzima celulolítica se correlacionó positivamente con el COT, 
el Mn y el Fe (0,936, 0,935 y 0,942; p<0,05, respectivamente) y negativamente con el 
NOT (–0,928; p<0,05), en tanto que la actividad de las enzimas fosfatasa ácida y alcalina 
presentó correlación negativa con la humedad (– 0,935; p<0,05). Por último, la actividad 
de la β-glucosidasa presentó correlación positiva con la actividad de enzima ureasa y el 
NOT (0,902 y 0,973; p<0,05) y correlación negativa con la actividad del DHS, los sulfatos 
y el COT (– 0,963, -0,959 y -0,938; p=0,01; respectivamente).
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Composición taxonómica y su relación con los parámetros fisicoquímicos
Las secuencias obtenidas del inserto dieron como resultado la identificación de 47 géneros 
bacterianos; 18 géneros en suelo del bosque, 11 géneros en el sDAM y 18 géneros en el 
sDNM; algunos se hallaron en más de una copia: Terriglobus, Gemmata, Paludibacum, 
Occallatibacter y Rhodoplanes en el suelo de bosque, Acidithiobacillus, Desulfosarcina, 
Romboutsia e Ignavibacterium en sDNM y Micromonospora, Parabacteroides y 
Povalibacter en sDAM. Según la descripción fisiológica reportada en la literatura especia-
lizada, estos géneros están correlacionados funcionalmente con los ciclos biogeoquímicos, 

Tabla 1. Parámetros fisicoquímicos de los tres tipos de suelo evaluados en el estudio

Análisis Unidad Tipo de suelo p

Bosque sDAM  sDNM

pH

%

3,60 ± 0,10 a 3,55 ± 0,05 a 7,20 ± 0,10 b *
Humedad 60,65 ± 0,15 a 63,25 ± 0,20 b 71,62 ± 0,05 c
Cenizas 49,35 ± 6,45 a 23,10 ± 4,00 a 82,5 ± 4,50 b *
STV 46,05 ± 4,65 22,50 ± 2,05 38,35 ± 9,45
COT 29,85 ± 0,85 a 37,50 ± 0,35 b 31,15 ± 0,20 a *
NOT 0,54 ± 0,00 a 0,35 ± 0,00 b 0,50 ± 0,00 c *
Sulfatos

mg g-1(s-s)

0,06 ± 0,00 a 5,22 ± 0,41 b 2,96 ± 0,14 c **
SAV 10,25 ± 0,05 a 12,00 ± 0,40 b 4,45 ± 0,00 c *
Zn 1,60 ± 0,10 a 0,70 ± 0,00 b 2,75 ± 0,25 c *
Pb 2,23 ± 0,00 a 2,15 ± 0,00 b 1,50 ± 0,10 c *
Mn 21,65 ± 1,40 a 112,40 ± 4,40 b 4,70 ± 0,75 c **
Mg 25,65 ± 0,15 a 49,75 ± 0,25 b 28,35 ± 1,30 a *
Fe 819,00 ± 59,75 a 2.519,05 ± 42,70 b 462,80 ± 7,00 c **
Cd 0,35 ± 0,05 a 0,45 ± 0,05 b 0,20 ± 0,00 a *
Ca 14,30 ± 0,30 14,60 ± 0,10 14,80 ± 0,00

Los resultados se expresaron como promedio ± desviación estándar. Las letras iguales en sentido horizontal indican que las medias no difieren significativamente 
para p≤0,05 (*) y para p≤0,01(**).
sDAM: suelo impactado por drenaje ácido de mina; sDAM: suelo impactado por drenaje neutro de mina; STV: sólidos totales volátiles; COT: carbono 
orgánico total; NOT: nitrógeno orgánico total; SAV: sulfuros ácidos volátiles; (s-s): suelo seco 
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Figura 1. Actividad enzimática de microorganismos en los tres tipos de suelo evaluados. El sustrato para la actividad DHS corresponde a 
1,3,5-cloruro de tetrazolio y para la actividad celulolítica se utilizó carboximetilcelulosa.
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lo que crea una red biológica en la que se observó que los ciclos del carbono y el nitrógeno 
predominan en el suelo de bosque y el sDAM, en tanto que en el sDNM prevalece el ciclo 
del hierro y el del azufre (Figura 2).

Con el fin de relacionar los géneros bacterianos identificados, la actividad de las enzi-
mas y las variables fisicoquímicas con los tres tipos de suelos evaluados, se hizo un ACC 
(Figura 3). El análisis evidenció que las variables fisicoquímicas y su relación con los 
géneros bacterianos presentaron una varianza del 91 % (eje 1: 56,2 % y eje 2: 34,5 %), por 
lo tanto, el 9 % restante respondía a las variables no medidas. Además, el ACC reveló tres 
subgrupos correspondientes al tipo de suelo evaluado y correlacionado con las caracterís-
ticas fisicoquímicas y a la comunidad bacteriana. 

El primer subgrupo que emergió del ACC fue el de bosque, en el que las muestras 
se correlacionaron positivamente (Pearson: p<0,05) con el NOT, el COT, los STV 
y una mayor actividad de las enzimas ureasa, fosfatasa ácida y alcalina, celulolítica y 
β-glucosidasa. En este subgrupo se incluyeron bacterias de los géneros Paludibacter, 
Acidobacter, Pseudomonas, Acidocela, Mycobacter y Actinomadura. El segundo sub-
grupo correspondió a las muestras de sDAM, en las que Mn, Fe, Pb, Cd, Mg y SAV 
fueron las variables ambientales que afectaban la variación de la comunidad bacteriana, 
siendo también los sulfatos encontrados en este tipo de suelo una variable significativa 
para algunos géneros bacterianos como Desulfovibrio y Povalibacter. Otros géneros 
identificados en este grupo fueron Micromonospora, Parabacteroides, Zhishongheella, 
Luedemannella y Povalidacter. Por último, el tercer grupo lo conformaron las muestras 
de sDNM, en las que se encontró que la humedad, el Zn y el Ca eran las variables 
ambientales que afectaban la comunidad bacteriana y la actividad de las enzimas 
DHS en mayor medida. Los géneros Desulfosarcina, Actinomadura, Rhodoblastus 
y Desulfatirhabdium se agruparon donde el Ca tiene mayor efecto, y los géneros 
Romboustia, Acidothiobacullus, Thermosporothix y Saccharofermentans se agruparon 
cerca a la humedad, el Zn y las cenizas.

Figura 2. Red biológica de los ciclos biogeoquímicos entre los taxones encontrados y las actividades metabólicas de los microorganismos 
reportados en la literatura especializada. Las líneas de colores se repiten de acuerdo con el número de copias del clon encontrado.
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Discusión
En este estudio se evaluó el efecto de los drenajes ácidos y neutros de mina sobre los pará-
metros fisicoquímicos, la actividad enzimática y la composición taxonómica bacteriana del 
suelo. Los análisis determinados in situ evidenciaron que los DAM y DNM presentaron 
propiedades fisicoquímicas distintas. Los drenajes ácidos presentaron un pH<4,5 con altos 
valores de salinidad y ORP, en tanto que los neutros tenían un pH>7,0 con baja salinidad 
y ORP negativo. Estos coinciden con los reportes previos de los drenajes en el distrito 
minero de Zipa-Samacá (Vásquez, et al., 2016). Las características fisicoquímicas de 
los DAM indican que los minerales sulfurados presentes en los residuos estériles de la 
escombrera se oxidan generando un bajo pH con la consecuente disolución de minerales 
que incrementan la salinidad y el ORP. Por otra parte, los DNM son comunes en la zona 
minera dada su geología rica en calcita (CaCO3), ankerita [Ca (Fe,Mg,Mn)(CO3)2] y la 
dolomita [CaMg(CO3)2], las cuales neutralizan el pH favoreciendo la precipitación de los 
metales y la reducción de la salinidad. 

En el laboratorio se analizaron las muestras de dos tipos de suelos afectados por dre-
najes (sDAM y sDNM), además de un control de suelo de bosque andino, y se encon-
traron diferencias significativas en los parámetros evaluados. La correlación positiva entre 
los metales y el porcentaje de cenizas  puede deberse a la presencia de minerales en los 
suelos cuando estos han estado en contacto con los drenajes por largo tiempo. Además, 
se ha encontrado que las cenizas en el suelo pueden determinar el nivel de especiación y 
distribución de los metales (Vásquez, et al., 2016). También se encontró una correlación 
positiva entre el Fe, el Mn, el Zn, el Pb y los SAV, lo cual es común en los suelos de 
regiones mineras debido a la formación de minerales sulfurados, los cuales precipitan con 
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Figura 3. Análisis de correspondencia canónica (ACC) (triplot) entre géneros bacterianos y actividad 
enzimática con respecto a las variables fisicoquímicas y las muestras de suelo. La diferencia de 
colores representa los subgrupos generados por el análisis ACC, los cuales corresponden a los tres 
tipos de suelo. 
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facilidad debido a su baja constante de solubilidad (Kps) (Blais, et al., 2008). También se 
encontró una correlación positiva entre el Fe, el Mn, el Pb y el Cd, la cual puede deberse 
a la formación de óxidos e hidróxidos de Fe y Mn que contribuyen con la coprecipitación 
de otros metales como el Pb y el Cd cuando hay oxígeno disponible (Li, et al., 2003). Por 
último, se encontró una correlación negativa entre el pH y los sulfatos, lo que se debe 
a la liberación de ácido sulfúrico provocada por la oxidación de los sulfuros durante la 
formación de los drenajes de mina que ocasionan el descenso del pH. Estos resultados 
concuerdan con reportes anteriores en los que la concentración de los sulfatos fue mayor 
en el sDAM por la oxidación de pirita (Campaner, et al., 2014). 

Con el fin de evaluar el efecto de los DAM y los DNM sobre la actividad de las 
comunidades microbianas presentes en los suelos, se analizó la actividad de las enzimas 
ureasas, β-glucosidasa, fosfatasa ácida y alcalina, DHS y celulolíticas. La actividad enzi-
mática se utiliza como indicador de la calidad del suelo, ya que los microorganismos con-
trolan la mineralización de los compuestos naturales y xenobióticos (Irfan, et al., 2014). 
Por lo tanto, era de esperarse que la actividad fuera superior en el suelo de bosque, como 
ocurrió con la β-glucosidasa y la fosfatasa ácida y alcalina, sin embargo, no se observó lo 
mismo para las DHS y las celulolíticas. Se concluyó, así, que la actividad de las enzimas 
relacionadas con el ciclo de nutrientes puede presentar una inhibición producida por los 
metales y sulfatos presentes en los drenajes de mina, en tanto que las enzimas generalistas 
indicadoras de biomasa, que pueden encontrarse en diferentes condiciones de sustrato, no 
presentaban disminución. 

La actividad de las enzimas DHS fue mayor en los sDAM, probablemente por la pre-
sencia del estiércol de vaca en la pastura donde se formaban los canales de lixiviación de 
las escombreras. La presencia de una fuente de nutrientes como el estiércol favoreció la 
actividad de las DHS, como se ha reportado previamente (Serra-Wittling, et al., 1995), 
debido a que la presencia de materia orgánica como el COT favorece el incremento de la 
biomasa microbiana (Adak, et al., 2014), además, este se relacioná con la reducción y la 
oxidación de elementos fuentes de carbón (Cordas, et al., 2019; Jeoung, et al., 2018). 
Asimismo, se encontró una correlación positiva de la actividad del DHS con el sulfato, 
lo que se asociaría con la actividad de las enzimas formiato deshidrogenasas, las cuales 
están presentes en las bacterias sulfato reductoras que son abundantes en suelos mineros 
(Keller, et al., 2014). Se ha encontrado que esta enzima realiza la reacción reversible de 
la producción de formiato según la disponibilidad de sulfato como aceptor de electrones 
(Pereira, et al., 2011). Por lo tanto, la presencia de una fuente de carbón permitió mayor 
concentración del COT: 37,50± 0,35b (Tabla 1), lo cual pudo favorecer la actividad 
de DHS en el sDAM, a pesar de su toxicidad fisicoquímica, lo que da un indicio de su 
importancia como enmienda en la remediación. 

La correlación positiva de la actividad celulolítica con el Fe encontrada en este estu-
dio es opuesta a lo reportado por Wang, et al. (2013), quienes registran la inactivación y 
restricción de la actividad enzimática en presencia de metales. Sin embargo, la activa-
ción o reducción de la actividad celulolítica por la presencia de Mn y Fe puede variar 
dependiendo del microorganismo que produce la actividad, como lo registraron Azadian, 
et al. (2017), ya que algunos géneros de hongos productores de enzima celulolítica pueden 
verse favorecidos en la producción enzimática en presencia de metales, los cuales son 
precursores durante la actividad y favorecer así los resultados obtenidos en el sDAM. Por 
otro lado, se encontró una correlación negativa entre la actividad celulolítica y el NOT, 
lo que podría explicar la baja actividad de esta enzima en el suelo de bosque. En estudios 
previos se ha reportado que la presencia de carbón y nitrógeno mineralizados afectan la 
actividad enzimática celulolítica ralentizándola, ya que estos compuestos son difíciles de 
metabolizar (Chen, et al., 2018). Además, se ha reportado que en algunos microrganismos 
las fuentes de nitrógeno orgánico, como la L-cistina, la L-cisteína y la L-tirosina, inhiben 
la producción de enzimas lignolíticas afectando su sitio activo debido a su configuración 
o concentración (Chauhan, 2019). Las enzimas lignolíticas, a su vez, se relacionan con 
la actividad celulolítica al ser las primeras descomponedoras que permiten fuentes más 
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asequibles de carbono, lo cual ralentiza la actividad enzimática cuando existe inhibición 
(Irfan, et al., 2014; Prasher, et al., 2015). La actividad celulolítica permitió evidenciar la 
capacidad adaptativa de algunas bacterias en condiciones de pH ácido, presencia de sulfato 
y disponibilidad de metales.

La actividad de las enzimas β-glucosidasa y fosfatasa ácida y alcalina, las cuales 
utilizan el nitrógeno en su metabolismo, fue superior en el suelo de bosque, en donde 
la concentración de NOT fue mayor en comparación con las de los sDAM y sDNM. 
También se ha reportado en otros estudios la afectación de las fosfatasas por factores 
como la humedad, el pH y la salinidad (Bolaños, 2006), lo que explica la correlación 
negativa encontrada entre la actividad de las enzimas y estos parámetros fisicoquímicos. 
En estudios previos se ha descrito que el incremento de la humedad y su paso a través de 
la porosidad del suelo reduce la actividad enzimática por ser estas exoenzimas (Tapia-
Torre & García-Oliva, 2013). Para concluir, las variables fisicoquímicas en suelos 
afectados por el drenaje disminuyen la actividad enzimática de los microorganismos 
que participan en los procesos del ciclo de nutrientes esenciales para la conservación y 
calidad del suelo.

Con el fin de evaluar el efecto de los drenajes de mina sobre la composición bac-
teriana del suelo, los géneros identificados se relacionaron con los ciclos biogeoquímicos 
a través de una red biológica, así como con las muestras y las variables fisicoquímicas 
mediante un ACC. En los suelos de bosque y los sDAM prevalecieron los taxones con 
actividad metabólica relacionada con ciclos de carbono y nitrógeno, mientras que en el 
sDNM prevalecieron los microorganismos afines a los ciclos de hierro y azufre. Esta 
observación se vio corroborada por los resultados del ACC, en el que las muestras y los 
parámetros fisicoquímicos se separaron en tres grupos según el tipo de suelo. En el suelo 
de bosque los parámetros de mayor impacto fueron los STV y el NOT, los cuales incre-
mentan  la actividad enzimática y favorecen la presencia de géneros que participan en 
el ciclo del nitrógeno como Gemmata, que oxida el amonio (NH4

-) hasta su forma de 
gas nitrógeno (N2) (Sanabria, et al., 2009), Terriglobus, que reducen el nitrato (NO3

-) 
hasta nitrito (NO2

−), siendo, a su vez, transportadoras y metabolizadoras de carbohidratos 
(Kielak, et al., 2016), Aliidongia, taxón cuya actividad fosfatasa y ureasa cataliza la 
hidrolisis de la urea (CO(NH2)2) convirtiéndola en NH3 y dióxido de carbono (CO2) 
(Vallejo, 2012; Chen, et al., 2017). Este género se considera parte fundamental del ciclo 
del nitrógeno en las fases de amonificación y nitrificación, siendo este último proceso el 
paso del amoniaco (NH3) a nitrito (NO2-) y luego a nitrato (NO3-) biodisponible para la 
vegetación (Aristizábal & Cerón, 2012). 

En el suelo de bosque también se encontraron géneros importantes del ciclo del car-
bono y el fósforo como Granulicella y Occallatibacter, los cuales presentan actividad de 
la β-glucosidasa y favorecen la hidrólisis de celulolíticas hasta monosacáridos, así como 
actividad de fosfatasas, las cuales están vinculadas con la catálisis de la mineralización 
de fósforo orgánico convirtiéndolo en ortofosfatos, además de la catálisis de la hidrólisis 
del ácido fosfórico para la producción de fosfato libre (Vallejo, 2012;). Otro taxón iden-
tificado fue Bryocella, el cual se ha vinculado con las enzimas glucosidasa y fosfatasa 
y con la oxidación del metano (CH4) a CO2 (Dedysh, et al., 2012; Kielak, et al., 2016). 
Por otra parte, también se encontraron taxones vinculados con los ciclos del azufre y el 
hierro, como es el caso del género Pedomicrobium, el cual puede bioacumular óxidos de 
hierro y manganeso, además de estar relacionado con el ciclo del nitrógeno. Otros de los 
géneros identificados fue el Paludibaculum, que se ha relacionado con el ciclo del hierro 
(Kulichevskaya, et al., 2014), así como Actinoallomurus y Rhodoplanes, que se relacio-
nan con el ciclo del azufre (Guo, et al., 2015).  Las características fisicoquímicas del suelo 
de bosque, así como los géneros identificados, evidencian la importancia de la actividad 
microbiana en los ciclos biogeoquímicos.

En suelo DAM prevaleció la presencia de SAV y de metales (Mn, Fe, Pb, Cd, Mg), 
variables que produjeron un mayor impacto sobre la comunidad bacteriana según el 
ACC. Esto explicaría la presencia de taxones relacionados con el ciclo del azufre como 
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Povalibacter, capaz de generar ácido sulfhídrico (H2S) a partir de tiosulfato (S2O3
2-) (Nogi, 

et al., 2014), y Micromonospora, involucrado en la actividad deshidrogenasa reductasa, 
además de la reducción del nitrato, la fijación del nitrógeno y la reducción del sulfato de 
amonio en condiciones de escasez de nitrógeno (Trujillo, et al., 2010). Sin embargo, en 
los sDAM prevalecieron los taxones relacionados con el ciclo del carbono y el nitrógeno, 
como Parabacteroides, degradador y metabolizador de carbohidratos complejos, además 
de presentar actividad enzimática malato DHS y glutamato DHS (Sakamoto & Benno, 
2006), Paludibacter, que participa en la fermentación de glucosa  produciendo acetato, 
propionato y succinato, además de ser metanogénica (Ueki, et al., 2006), Zhinzhongheella, 
vinculado con la reducción del nitrato a nitrito y la fermentación de la glucosa (Dong, et 
al., 2014), Saccharofermentans, que fermenta glucosa produciendo ácido acético, lactato y 
fumarato (Chen, et al., 2010), y Mangrovibacterium, vinculado con la fijación de nitrógeno 
y la fermentación de xilosas y ribosas (Huang, et al., 2014). 

También se ha reportado con anterioridad que géneros microbianos como 
Conexibacter, identificado en este estudio, presenta interacción con los metales durante 
la desasimilación del Fe (Bryan & Johnson, 2008). En resumen, las propiedades 
fisicoquímicas del DAM tienen impacto en las comunidades bacterianas favoreciendo 
la adaptación de géneros con resistencia a los metales y los sulfuros. Por otra parte, 
la presencia del estiércol de vaca en el suelo posiblemente permitió la disponibilidad 
de materia orgánica como carbono y nitrógeno, favoreciendo la prevalencia de taxones 
involucrados en estos ciclos biogeoquímicos, lo que evidencia la importancia de las 
fuentes orgánicas como enmiendas en suelos contaminados con drenaje ácido.  

El último grupo revelado por el ACC estaba conformado por las muestras de sDNM 
en que la humedad y el Ca son las variables ambientales que afectan en mayor medida 
la comunidad bacteriana. En este grupo se identificaron géneros de bacterias sulfato 
reductoras y otras relacionadas con el ciclo del Fe. Algunos géneros identificados fueron 
Acidithiobacillus, el cual es oxidada por el hierro y el azufre utilizándolos como aceptores 
de electrones hasta generar ácido sulfúrico en condiciones aerobias (Pronk, et al., 
1991); Romboutsia, relacionado con la reducción del sulfato en sulfuro liberando acetato 
y formato (Gerritsen, et al., 2014); Desulfosarcina, reductor de azufre utilizando el sulfito 
como aceptor de electrones (Gerritsen, et al., 2014), e Ignavibacterium, relacionado 
con la actividad DHS piruvato y 2-oxoglutarato y la actividad de polisulfuro reductasas 
(Liu, et al., 2012), además de géneros como Desulfovibrio, el cual es conocido por 
su capacidad para acumular metales y su actividad sulfato reductora (Da Silva, et al., 
2013); Rhodoblastus, que se relaciona con la asimilación del sulfato y el uso de H2 como 
donador de electrones (Kulichevskaya, et al., 2006); Acidocella, relacionado con la 
capacidad desasimilatoria del Fe3+ y la resistencia a metales (Coupland & Johnson, 
2008); Desulfosarcina y Desulfatirhabdium, que utilizan el acetato como donador de 
electrones (Balk, et al., 2008). En los sDNM también se identificaron tres géneros 
bacterianos no cultivados hasta la fecha y registrados como BFO1037, vinculado con 
la fijación de carbono (Lynn, et al., 2016), D1Q_E02, afín con resistencia a disolventes 
orgánicos (Kysela, et al., 2009) y T7-125 16S, relacionado con la resistencia de metales 
(Xie, et al., 2009). 

Los microorganismos identificados en este trabajo fueron similares a los encon-
trados por Pereira, et al. (2015) en suelos afectados por DNM utilizando técnicas de 
pirosecuenciación. Los géneros pertenecían al filo Proteobacteria con géneros como 
Acidocella, Desulfosarcina, Acidithiobacillus, Desulfatirhabdium, Rohodoblastus, y 
Desulfovibrio, al filo Firmicutes con géneros como Rombutsia y Ignavibacterium. Sin 
embargo, Da Costa, et al. (2016) encontraron que en suelos impactados por DAM pre-
valecen las bacterias sulfato reductoras. Fue posible encontrar bacterias relacionadas 
con el ciclo de carbón y nitrógeno por la enmienda de carbón en presencia de estiércol 
de vaca. Esto ratifica que los cambios fisicoquímicos de los drenajes de mina afectan 
directamente la estructura, composición y actividad de las comunidades microbianas del 
suelo y, consecuentemente, los ciclos biogeoquímicos.
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Conclusiones
Los drenajes ácidos y neutros de mina producen efectos negativos en el suelo reduciendo 
la concentración de nutrientes e incrementando la concentración de metales, sulfatos 
y sulfuros. Estos cambios afectan la actividad de las enzimas como las β glucosidasas, 
ureasas, fosfatasas ácidas y alcalinas, que están directamente relacionadas con los ciclos 
biogeoquímicos del carbono y el nitrógeno.

Por otra parte, los factores fisicoquímicos de los suelos afectados por los drenajes 
registraron mayor concentración de elementos tóxicos e inhibidores enzimáticos, condi-
ciones a las que la composición bacteriana se adapta, registrándose en este caso bacterias 
involucradas en los ciclos del azufre y el hierro como las bacterias sulfato reductoras, 
las acidófilas y las oxidadoras de azufre, lo cual se evidenció en el suelo afectado por el 
drenaje minero neutro. Sin embargo, cuando hay materia orgánica disponible es posible 
la conservación de bacterias involucradas con el ciclo de nutrientes, lo que permite la 
eventual enmienda mediante el proceso de biorremediación. Por lo tanto, las propiedades 
fisicoquímicas de los drenajes producen un efecto directo sobre la estructura, composición 
y actividad de las comunidades bacterianas del suelo con los consecuentes efectos sobre la 
condición del ecosistema y su calidad.
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Abstract
Electrical impedance spectroscopy (EIS) is used to study the electrical properties of cells in 
suspension. Two (bipolar electrode system), three (tripolar) and four (tetrapolar) electrodes are 
used to measure the electrical properties of materials with tetrapolar measurements being the best 
option to minimize electrode polarization effects. When EIS measurements are repeated for the same 
sample, almost identical spectra can be expected. However, in some situations, significant differences 
associated with low reproducibility and repeatability are found. Herein we used HeLa cells dispersed 
in an aqueous solution to evaluate the effect of cleaning on the performance of gold electrodes. 
The surface cleaning of gold electrodes was conducted by cyclic voltammetry. We found that the 
impedance measuring reproducibility and repeatability are enhanced when the electrodes are cleaned. 
These results show that surface cleaning minimizes the contribution of electrode polarization in 
measurements. Additionally, a circuital model is proposed to describe the effect of untreated surfaces 
on electrical measurement. The circuital model confirms that the observed effect is not due to a 
typical polarization impedance. Rather, it is an active polarization (interfacial polarization), which 
occurs at low frequencies, and is independent of the frequency of the excitation signal.
Keywords: Reproducibility; Electrical impedance spectroscopy; HeLa cells; Surface phenomena; 
Circuital model.

Resumen
La espectroscopia de impedancia eléctrica (EIS) se emplea en el estudio de las propiedades eléctricas 
de células en suspensión. Para medir las propiedades eléctricas de materiales se utilizan dos 
(sistema de electrodo bipolar), tres (tripolares) y cuatro (tetrapolares) electrodos, siendo las medidas 
tetrapolares la mejor opción para minimizar los efectos de polarización de electrodo. Cuando se 
repiten las medidas de EIS en una misma muestra, se espera obtener espectros similares, sin embargo, 
en algunas situaciones se encuentran diferencias significativas asociadas con la baja reproducibilidad 
y repetibilidad.  Aquí se utilizaron células HeLa dispersas en solución acuosa para evaluar también 
el efecto de la limpieza en el funcionamiento de los electrodos de oro. La limpieza de las superficies 
de los electrodos de oro se hizo por voltamperometría cíclica. Se encontró que la reproducibilidad y 
la repetibilidad de las medidas de impedancia aumentaba al limpiar los electrodos. Estos resultados 
evidenciaron que la limpieza de la superficie de los electrodos minimizó las contribuciones de la 
polarización de los electrodos en las mediciones. Además, se propone un modelo de circuito para 
describir el efecto de las superficies sin limpiar en las medidas eléctricas. Dicho modelo confirma 
que el efecto observado no se debió a una impedancia de polarización convencional. Más bien se 
trató de una polarización activa (como un potencial), la cual se presenta a bajas frecuencias y es 
independiente de la frecuencia de la señal de excitación.
Palabras clave: Reproducibilidad; Espectroscopia de impedancia eléctrica; Células HeLa; Fenómenos 
de superficie; Modelo circuital.
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Introduction
Electrical impedance spectroscopy (EIS) in biological materials has allowed for the 
differentiation between normal and carcinogenic tissues and cells in various organs 
(Brown, et al., 2005). This technique is based on the characterization of the electrical 
properties of materials at different frequencies (Dean, et al., 2008). According to 
Schwan (1994), the electrical properties of tissues and cells are characterized by 
three major dielectric dispersions named α, β and γ in the frequency ranges of mHz‒
kHz, 10 kHz‒10 MHz, and 10MHz‒100 GHz, respectively. Each dispersion provides 
information about different mechanisms of physiological states. In biological cells, the 
α dispersion provides information about the extracellular medium and the diffusion 
processes through the membrane (Schwan, 1994). It is noteworthy that cancer cells 
undergo degeneration of the membrane in the initial phase of carcinogenesis, which 
causes changes in normal ionic concentrations between extracellular and intracellular 
media (Yúfera, et al., 2010).

Cervical cancer has one of the highest mortality rates of any of the major cancers. 
Luckily, early detection of this disease increases life expectancy in women who have been 
diagnosed (Minion & Tewari, 2018). Currently, cervical cancer screening is based on 
exfoliative cytology. However, the result depends on the interpretation of the morpho-
logical cellular changes, which can lead to false negative cytology (Cuzick, et al., 2006). 
EIS is a non-invasive technique that allows for the monitoring of the cellular state 
without altering the natural condition (Prodan, et al., 2008).

HeLa human cervical carcinoma cells have been used as a biological model to differen-
tiate normal and carcinogenic cells (Das, et al., 2012). Among the reported EIS methods 
for HeLa measurements are the two and three electrodes biosensors to measure cells in 
suspension (Das, et al., 2015). The four-point Van der Paw method created for solid state 
measurements can also be applied in the measurement of electrical properties of electrolytic 
solutions. Thus, HeLa cells suspended in phosphate buffer solution (PBS medium) can 
be studied with this method. One of the advantages of this type of measurement is the 
diminution of the polarization effects because the excitation is supplied by two electrodes 
while the voltage is measured by the other two (Chaparro, et al., 2016). However, the 
electric field produced by the excitation signal generates a rearrangement of charges at the 
electrode/electrolyte interface. This is known as the induced polarization phenomenon (IP). 
The effects of this phenomenon are more evident at low frequencies, and it also depends on 
the surface condition of the measurement electrodes (Schwan, et al., 1966; Schwan, et al., 
1968; Schwan, et al., 2002).

Gold is conventionally used as an electrode material because it is considered inert and 
has high thermodynamic stability (Lim, et al., 2007). Different gold cleaning processes 
have been reported in preexisting literature including chemical cleaning and electro-
chemical cleaning. In chemical cleaning, an oxidizing agent is used (a combination of 
hydrogen peroxide and sulfuric acid) to remove environmental contaminants from the 
gold surface (Chen, et al., 2015). On the other hand, electrochemical cleaning consists of 
the application of several oxidation/reduction cycles by voltammetry in an acid medium 
(Carvalhal, et al., 2005). In electrochemical measurements, the surface state of the 
electrode influences the process of charge transfer at the interface. On the contrary, in EIS 
measurements, the properties of bulk are evaluated instead of the interface (Chaparro,            
et al., 2016).

Usually, in the interpretation of the EIS data, a Cole-Cole or circuital model is used.  
The Cole-Cole model allows for the modeling of the electrical properties of hetero-
geneous media by four parameters: The low-frequency resistivity, the high-frequency 
resistivity, the medium relaxation time, and the heterogeneity parameter. With the Cole-
Cole model, we can describe heterogeneous media with a statistical distribution of the 
relaxation time. Another possible way to analyze EIS data is by a circuital model that fits 
with the experimental data.
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In this work, we focused on the electrode-media interface effect instead of the electrical 
properties of the material. As a result, the use of the Cole-Cole model is not appropriate 
because the target effect occurs at the interface rather than the material.  As we have shown 
before, the ideal effect of the electrode-media interface is null, but experimental data 
obtained with four electrodes suggest an unexpected induced polarization effect.

No passive behavior can explain the experimental data presented in this work. 
Therefore, a model with an active component is proposed to explain the experimental 
observations. Hence, herein we studied the effect of the surface conditions of the 
measurement electrodes (cleaned or uncleaned) on the electrical impedance spectra of 
HeLa cells in suspension using an active model. 

The effect of polarization impedance in a tetrapolar electrical impedance measurement
We showed that the impedance measurement using four electrodes prevented the polariza-
tion impedance effect as follows: Polarization impedance means, in this context, a passive 
impedance that can be represented by circuital passive elements, such as resistance, 
capacitance, inductance, constant phase elements, or a combination of these.

To understand the importance of a tetrapolar setup, the circuital model is described 
as follows: Figure 1 shows a linear time-invariant (LTI) medium with electrical 
impedance Zm, which is described by a four-terminal box with two input and two output 
terminals. The four-terminal box represents the medium satisfied by the equation (1), 
where Vm is the amplitude of the potential difference between the two output terminals, 
Im, the amplitude of electrical current, and ϕ is the phase between output potential and 
input current.

      Vm = Zm Im e-jϕ               (1)
A current source introduced a sinusoidal current to the medium i = I sin(2πft) and an 

electrometer measured the potential difference, ve = Ve sin(2πft + φ). Four polarization 
impedances (Zp1, Zp2, Zp3, Zp4) represent the polarization induction effect established by 
the contact between measurement instruments and the medium. Kirchhoff laws imply 
that im  = i = Im sin(2πft) and given that the current flow through the electrometer is 
negligible, (ie  ≈ 0), then vm = ve = Vm sin(2πft + φ). The measured impedance is the 
quotient between the amplitude of voltage in the electrometer Ve and the amplitude                                                     
of current introduced by the current source I plus the phase of current and voltage,                      
ejϕ, i.e., Z = ejϕ.

Note that Ve  = Vm and I = Im, then, using equation (1) we have shown that the measured 
impedance is equal to the medium impedance no matter the polarization impedances. This 
means that no effects in tetrapolar measurements are due to polarization impedances.

Figure 1. Circuital model of a tetrapolar electrical impedance experiment. A linear medium with 
impedance Zm (central box) is represented by a box with four terminals: two input and two output. 
The medium is perturbed by an alternating current source (Im) through the two input terminals. 
The potential difference (Vm) between the two output terminals is measured by a high impedance 
electrometer (ie ≅ 0). Four polarization impedances (Zp1, Zp2, Zp3, Zp4) represent the polarization 
induction effect due to the contact between measurement instruments and the medium.
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Materials, methods and experimental setups
Chemicals and solutions 
All chemical reagents used were analytical grade. NaCl, KCl, Na2HPO4, NaH2PO4, H2SO4, 
and H2O2 were purchased from Merck. K2HPO4 and KH2PO4 were purchased from Sigma-
Aldrich. Aqueous solutions were prepared in deionized water from a Milli-Q ultra-pure 
water system (18.2 MΩ). The standard medium was a PBS solution containing (mM): 
NaCl (138.0), KCl (3.0), Na2HPO4 (8.1) and KH2PO4 (1.5) adjusted to pH 7.4 with NaOH.

Cell preparation 
HeLa cells were cultured in Essential Minimal Eagle medium (EMEM) supplemented 
with 7% fetal bovine serum and gentamicin (50 mg/L). The cells were grown in an 
atmosphere containing 5% CO2 at 37°C until cellular confluence. The release of cells was 
performed by treatment with trypsin (0.5 %) and 1mM EDTA. Cells were centrifuged 
at 3000xg for 5 minutes and a population size of 1.2x106 was suspended in 1 mL                                     
of PBS (pH 7.4). The impedance spectrum measurements of cells were performed at 
room temperature.

Elaboration of the four-electrode cell 
The four-electrode cell was fabricated with two parts: a cylindrical Teflon container and 
the gold electrodes. The gold electrodes were made by welding four gold wires (18 carats, 
1 mm in diameter and 15 mm long), each one welded to a silver wire with the same 
dimensions at an angle of 90◦.

Electrode cleaning process 
The gold electrodes were chemically cleaned by immersion in a 1:3 v/v H2O2(9,8 M)/
H2SO4(11,8M) solution for 1 minute to remove the organic compounds present on their 
surface. Then, the electrodes were electrochemically cleaned by cyclic voltammetry and 
rinsed with deionized water. Cyclic voltammetry measurements were performed in a 
conventional three-electrode cell at room temperature. The oxidation-reduction cycling 
in 0.5M H2SO4 was completed for each electrode by scanning the potential between -0.1 
and 1.6 V at a scan rate of 0.1 Vs-1 and it ceased when the characteristic electrochemical 
behavior of the gold was obtained. The dissolved oxygen was removed from all solutions 
by bubbling nitrogen for 15 min. The working electrode was one of the prepared gold 
electrodes. The counter electrode was a high purity graphite rod (99.9995%, 5 mm in 
diameter) and an Ag/AgCl/3.0M KCl electrode was used as reference. All electrochemical 
measurements were performed with a potentiostat/galvanostat Autolab PGSTAT302N and 
the Nova 1.10.4 software.

Electrical measurement setups 
We performed three types of electrical measurements: Cyclic voltammetry (CV), direct 
current (DC), and alternating current (AC). The DC and AC electrical measurements were 
carried out with two Autolab PGSTAT204 potentiostat/galvanostats with an impedance 
analyzer, a four-electrode cell with gold electrodes, an Ag/AgCl (3.0M KCl) reference 
electrode, and PBS as aqueous electrolyte medium. Electrometers from two potentiostats 
were used.

In the DC and AC experiments, a current source and two electrometers (impedance 
analyzers) were used as shown in figure 2. The current was supplied through the working 
electrode (WE) and the counter electrode (CE). The Ag/AgCl electrode was placed in the 
center of the cell and the electrical potential difference between it and a sensor electrode 
(SE) was recorded using a high impedance electrometer.

In both the DC and AC setups, a sinusoidal current excitation with an amplitude of 10 
µA and frequencies between 10 mHz and 100 kHz was selected; 500 µL of PBS both with 
and without cells were used in each measurement. The contact time of the cells with the 
electrode during the electrical characterization was 3 minutes. 
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We carried out each electrical impedance measurement of the PBS solution with and 
without cells in triplicate and we determined the standard deviation for each of them.

In both the DC and AC experiments, we used a sinusoidal current excitation instead of 
DC excitation. However, we performed DC measurements on electrodes to study the offset 
effect and AC measurements to explore the alternating current effects.

DC electrical measurement 
The DC effect of induced polarization, i.e., the offset contribution of the electrical potential 
difference due to the sinusoidal current excitation, was recorded with electrometers by SE1 
and SE2 electrodes from the potentiostat as shown in figure 2.

AC electrical measurements 
We performed two types of AC electrical measurements: First, a traditional four-electrode 
electrical impedance and second, a potential difference with sinusoidal excitation to study 
the AC effect of induced polarization.

The first setup is well reported in the literature (Chaparro, et al., 2016). The second 
setup was proposed for studying the AC effect of induced polarization due to the excitation 
signal. Electrical impedance measurements were performed simultaneously in PBS medium 
using two impedance analyzers as shown in figure 2. The amplitudes of the sinusoidal 
potential differences were recorded by two electrometers using SE and RE electrodes.

In the second setup, it is important to note that each impedance analyzer had a 
current source and an electrometer. Thus, to perform the AC measurements, we used 
both electrometers of the two impedance analyzers but only one current source (from the 
first impedance analyzer). To avoid damaging the second impedance analyzer and taking 
into account that the current injected by this impedance analyzer has no effect in the 
measurements recorded, we used a second cell with PBS to connect the current source of 
this impedance analyzer (this second cell is not shown in figure 2).

Results and discussion
To study the effect of the surface condition of the gold electrodes on four-points electrical 
measurements, we measured impedance spectra either in PBS medium with or without HeLa 
cells before and after electrochemical cleaning of the electrodes as shown in figure 3. Owing 
to the electrical nature of impedance measurements and the low current used, oxidation-
reduction processes did not occur. The main effect of the electrochemical pretreatment is 
the decrease of standard deviation values at frequencies lower than 10 Hz with respect to 
untreated electrodes. This behavior is more evident at frequencies below 1 Hz.

Figure 2. Experimental setup for the DC and AC electrical measurements using three potentiostats. 
Abbreviations: WE (working electrode), CE (counter electrode), SE1 and SE2 (sensor electrodes).
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The accuracy of the impedance magnitude can be associated with the induced 
polarization phenomenon (IP) of the electrodes caused by the excitation current (Ragheb 
& Geddes, 1991). Although the IP depends on the excitation frequency and the surface 
conditions of the electrodes (Tarasov & Titov, 2013), we observed nonsignificant 
variations at frequencies below 1 Hz as discussed below. The following sections present an 
experimental study of the effect of the IP phenomenon on the EIS measurements.

Electrochemical cleaning process and surface conditions of gold electrodes 
Cyclic voltammetry experiments were performed to clean and study the surface of gold 
electrodes. Figure 4 shows the typical voltammetry curves of fouled gold electrodes. Since 
the geometric area of each electrode submerged in the solution was the same, variations in 
peak currents indicate the variation in either roughness or oxidation degree. It is noteworthy 
that after initiating the scan in the positive direction, at least two oxidation peaks were 
observed (inset of figure 4). Voltammetric peaks in this region are not characteristic 
of gold surfaces, which indicates different surface chemistry among them. This can be 
related to the fouling of the electrode ascribed to the nonspecific protein adsorption and 
cell adhesion. In analytical electrochemistry, cell biofouling is a well-known phenomenon 

Figure 3. Electrical impedance spectra of PBS medium (triangles) and HeLa cells in PBS (circles): (a) without electrochemical pretreatment 
of electrodes and (b) after electrochemical treatment of the gold electrodes. The error bars indicate the standard deviation of three or more 
independent experiments.

Figure 4. Cyclic voltammograms (v = 100 mVs-1) obtained on (a) different gold electrodes in 0.5 M H2SO4, as indicated in the figure legends 
and (b) after the cleaning process.
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that has a harmful effect on the functioning of the electrochemical sensing interface when 
exposed to a biofluid (Liu, et al., 2019). Different open-circuit values were obtained for 
each electrode mentioned above. Thus, it is possible to relate the accuracy in impedance to 
the different surface conditions of the electrodes.

To guarantee a similar superficial condition of the gold electrodes (electrochemical 
pretreatment), several oxidation/reduction cycles were applied on the gold electrodes 
by voltammetry in an acid medium. This process was carried out until the characteristic 
electrochemical behavior of the gold for each electrode could be observed (Figure 4b). 
The above guaranteed similar superficial conditions of the gold electrodes (Fischer,                
et al., 2009).

Polarization induction effects 
The polarization induction effects occur by an external excitation (current source in figure 
2) in a medium where interfaces exist. In tetrapolar EIS experiments, four interfaces appear, 
one for each electrode. In typical electrical measurements, the polarization induction 
effects can be modeled by polarization impedances as described above. However, when 
solid electrodes are in contact with an electrolyte solution, an electrical double layer is 
formed near the surface of the electrode. The double layer is represented in the dashed line 
box of figure 5 by two oppositely charged layers at the interface. Due to the rearrangement 
of electric charges caused by the excitation current, an accumulation of charge occurs 
at low frequencies, which contributes to the electric potential. At higher frequencies, the 
rapid change of the electric field direction produces a very fast charge and discharge of the 
double layer, thus preventing charge accumulation and generating displacement currents 
(Qu & Shi, 1998). The effect of introducing the electrode in the electrolyte solution can 
be modeled by an electrical potential difference φ in series with a passive polarization 
impedance Zp (Figure 5) where the potential difference has two contributions (DC and 
AC) as follows:

                 φ = φ(t)= φDC + φAC sin(2πft + φ)                   (2)
The proposed model suggests that when a tetrapolar EIS experiment is carried out in 

an electrolyte solution, a potential φ appears due to the impedance polarization as shown in 
figure 5. Based on the arguments described above, the input currents are equal, i.e., i = im. 

Figure 5. Circuital model of a tetrapolar electrical impedance experiment performed in a liquid 
electrolyte media, where the central box represents a linear medium with impedance  Zm.  The dashed 
lines box illustrate the Helmholtz double layer model and the corresponding circuital model, where φ 
is the potential difference, ΦDC and ΦAC, DC and AC potential difference contributions, f, frequency, 
t, time, ϕ, phase, and Zp the polarization impedance.  
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Indeed, the voltage in the electrometer ve must be different from the voltage in the medium 
vm. Both the current through the electrometer and the effect of polarization impedances Zp3 
and Zp4 are negligible. Assuming the above, the relation of voltages is given by equation (3).

                                        ve = vm + (φ2 - φ1)                                   (3)
Combining equations (2) and (3) and simplifying the expression, we obtained the 

equation (4) where ∆ΦDC = ΦDC2
 - ΦDC1

, ∆ϕAC = ∆ΦAC  sin(2πft + ϕ) and ∆ΦAC = ∆ΦAC2 - ∆ΦAC1
:

                                     ve = vm + ∆ΦDC +ΔφAC                                  (4)
This implies that the impedance measured is given by equation (5):

                        (5)

If the ∆ϕDC contribution is negligible, then the measured impedance is given by
                                                                       (6)

We conducted two types of experiments to study the effect of induced polarization: DC 
and AC electrical potential of the gold electrode with respect to a nonpolarizable electrode 
as described in the following section.

DC electrical potential of the gold electrode with respect to a nonpolarizable electrode 
To verify the effect of the surface condition of gold electrodes during EIS measurements 
at four points, the DC electrical potential ΦDC of the two gold electrodes (SE1 and SE2 in 
figure 2) was measured simultaneously with respect to the Ag/AgCl reference electrode 
(3.0 M KCl). For that measurement, we used the electrometer with the low-pass filter setup 
that measures only the DC contribution. The DC contribution of the electrical potential 
difference of each SE before and after (cleaning) the electrochemical cleaning (Figure 
6) showed differences that can be associated with the IP phenomenon. The excitation 
current produced a progressive reorganization of the electrical charges at the interface 
until reaching a steady-state potential value in the range of seconds (Shi, et al., 2016). It is 
worth noting that the potential values closed when they were clean.

The cleaning process carried out on the electrodes guaranteed similar surface condi-
tions, which caused the electrical dynamics to be the same in the process of polarization 
of the electrode. Thus, the accuracy in the EIS measurements was achieved as shown in 
figure 4.

Figure 6. Comparison between the direct current (DC) electrical potential difference ΦDC of gold electrodes (SE1 and SE2) with respect to a 
reference electrode of Ag/AgCl (3.0 M KCl) measured for (a) an electrode and after for the other (not simultaneously), and (b) performed 
simultaneously for both electrodes.
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Additionally, it is important to consider the effect of the ions at the electrode interface. 
Both SE1 and SE2 electrodes are polarized by attracting opposite-charge and different-
sized ions around them during ESI measurements. Therefore, the electrical dynamic 
is different around each electrode as a consequence of the effect of the size of the ions 
(Largeot, et al., 2008). This phenomenon generates different contributions of potential 
in each electrode. When the electrical measurements are performed separately for each 
electrode as in figure 6 (a), experimental conditions are not identical. However, if the 
measurements are performed simultaneously as in figure 6 (b), it is possible to compare 
the condition of both electrodes. Figure 6 (b) shows the DC contribution of the electric 
potential difference of the SE1 and SE2 electrodes with respect to the Ag/AgCl reference 
electrode obtained simultaneously during EIS measurements (Figure 2). In these results, 
we observed the superposition of the electrical potential curves of the two electrodes for 
both surface conditions. Note that the potential at both electrodes is equal (ΦDC1

 = ΦDC2
), 

therefore, the contribution ∆ΦDC = ΦDC2
 - ΦDC1 

due to the net effect of induced polarization 
was not observed in DC measurements performed simultaneously. This suggests that 
differences observed in the EIS (Figure 3) were not due to a DC contribution and that an 
AC contribution could explain such differences.

AC electrical potential of the gold electrode with respect to a nonpolarizable electrode 
Considering that the IP phenomenon is not observed in direct current measurements, we 
performed indirect measurements of the amplitude ΦAC of the AC electrical potential φAC  
= ΦAC sin(2πft). In these measurements, we observed different contributions of electric 
potential in each measuring electrode for both surface conditions (Figure 7).

The experimental EIS results shown in figure 7 demonstrate that the AC contribution 
∆ΦAC was different from zero and, given that the DC contribution was negligible, equation 
(6) could be used to describe the experimental EIS results.

We found that performing the electrochemical cleaning decreased the value of the 
contribution of electrical potential in each electrode and ∆ΦAC was smaller than in the case 
of an unclean surface, which agrees with the EIS experiments (figure 3).

Since the conditions of the medium and the dimensions of the electrodes and cell 
were the same, the observed decrease of potentials can be associated with a similar surface 
state at the measurement electrodes. Thus, the contribution of potential due to the induced 
polarization of the interface (φ2 - φ1) decreased because it mainly depended on a single 
factor: The electrical dynamics around each electrode.

Figure 7. Indirect measurement of AC electric potential amplitude ΦAC in two gold electrodes (SE1 
and SE2) using two cells and an Ag/AgCl reference electrode (3.0 M KCl).
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The effect of gold electrodes surface states in the measurement of electrical properties of 
HeLa cells in aqueous suspension 
EIS allows relating the electrical properties of HeLa cells in aqueous suspension to their 
physiological states (Mondal & Roychaudhuri, 2013; Dean, et al., 2008; Das, et al., 2012; 
Das, et al., 2015). According to Schwan (1983), the frequency range between 100 Hz- 1 
MHz (β zone) provides information about the Maxwell-Warner effects and allows for the 
study of the protein molecule response (Thu, et al., 2017). The impedance spectrum of cells 
in suspension in this frequency range has been well studied including its use to detect cancer 
cells (Das, et al., 2012). In the study by Das, et al. (2012) on cells in a solution with a two-
electrode setup a passive behavior of electrode media interface was observed. However, in 
our work, we observed an active (not passive) behavior in the measurements performed with 
four electrodes in a frequency range that includes the β zone and a part of the α zone.

The Das, et al. (2012) study with cancer cells showed the effects of the cell membrane 
on the electrical impedance measurement. Hence, it is possible to obtain information 
about ionic diffusion processes across the cellular membrane allowing for the analysis 
of membrane potential changes (Clarence, 1970). Cancer cells have altered membrane 
potential while depolarization of membrane is necessary for their maintenance and 
proliferation (Yang & Brackenbury, 2013; Berzingi, et al., 2016), therefore, measuring 
precise changes in membrane potential can contribute to cancer detection.

With two and three-electrode measurements, the electrode media interface effect 
appears to be passive (Das, et al., 2012) instead of the active effect we observed in the four 
electrode experiments. The interface effect can negatively affect the capability to detect 
anomalies of cells or tissue, especially at lower frequencies. Therefore, improving the 
reproducibility of measurements in this frequency range could provide useful information 
for the detection of cervical cancer. Because the induced polarization phenomena are more 
evident at lower frequencies, it is necessary to guarantee similar surface conditions in the 
electrodes measured to obtain more accuracy.

Conclusions
We studied the effect of the surface condition of gold electrodes on electrical properties 
of HeLa cells in suspension using electrical measurements and a circuital model, which 
led us to the following conclusions: First, the phenomena of induced polarization at the 
electrode/electrolyte interface at low frequencies generated contributions of electric 
potential which were not expected in the tetrapolar EIS measurements; second, this effect 
was due to an AC induced polarization contribution instead of a DC contribution. Thus, 
voltammetry treatment of gold electrodes minimized undesirable polarization effects, 
which enhanced the accuracy of EIS measurements.
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Towards a density functional theory of molecular fragments. 
What is the shape of atoms in molecules?
Hacia una teoría de funcionales de la densidad de fragmentos 
moleculares. ¿Cuál es la forma de los átomos en las moléculas?
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Abstract
In some sense, quantum mechanics solves all the problems in chemistry: The only thing one has to do 
is solve the Schrödinger equation for the molecules of interest. Unfortunately, the computational cost 
of solving this equation grows exponentially with the number of electrons and for more than ~100 
electrons, it is impossible to solve it with chemical accuracy (~ 2 kcal/mol). The Kohn-Sham (KS) 
equations of density functional theory (DFT) allow us to reformulate the Schrödinger equation using 
the electronic probability density as the central variable without having to calculate the Schrödinger 
wave functions. The cost of solving the Kohn-Sham equations grows only as N3, where N is the number 
of electrons, which has led to the immense popularity of DFT in chemistry. Despite this popularity, even 
the most sophisticated approximations in KS-DFT result in errors that limit the use of methods based 
exclusively on the electronic density. By using fragment densities (as opposed to total densities) as the 
main variables, we discuss here how new methods can be developed that scale linearly with N while 
providing an appealing answer to the subtitle of the article: What is the shape of atoms in molecules? 
Keywords: Density functionals; Electronic structure; Chemical reactivity.

Resumen
En cierta forma, la mecánica cuántica da solución a todos los problemas de la química, lo único 
que hay que hacer es resolver las ecuaciones de Schrödinger para las moléculas de interés. 
Desafortunadamente, el costo computacional de resolver estas ecuaciones crece exponencialmente 
con el número de electrones y para más de ~100 electrones resulta imposible resolverlas con 
precisión química (~2 kcal/mol). Las ecuaciones de Kohn-Sham (KS) de la teoría del funcional de 
la densidad (density functional theory, DFT) permiten reformular las ecuaciones de Schrödinger 
usando la densidad de probabilidad electrónica como la variable central sin necesidad de calcular 
las funciones de onda de Schrödinger. El costo de resolver las ecuaciones de Kohn-Sham solo crece 
como N3, donde N es el número de electrones, lo que ha llevado a la inmensa popularidad de la DFT 
en química. A pesar de esta popularidad, incluso las aproximaciones más sofisticadas de las KS-DFT 
llevan a errores que limitan el uso de métodos basados exclusivamente en la densidad electrónica. 
En este artículo se discute cómo pueden desarrollarse nuevos métodos que escalen linealmente con 
N usando  densidades de fragmentos como las variables principales en lugar de densidades totales, 
así como la forma en que estos métodos proveen una respuesta atractiva a la pregunta del subtítulo: 
¿cuál es la forma de los átomos en las moléculas?
Palabras clave: Funcionales de la densidad; Estructura electrónica; Reactividad química.

Introduction
“What is the shape of atoms in molecules?” is a question without an answer. Atoms in 
molecules do not have a real, independent existence. When we say that a water molecule 
has two hydrogen atoms and one oxygen atom, what we mean is that an appropriate supply 
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of energy can split the molecule into these three atoms. Each of these atoms, when isolated, 
is spherical, but the ground-state electronic density of the water molecule is not simply 
the sum of three spheres. However, it is approximately equal to the sum of three spheres 
(Figure 1) and can be written exactly as the sum of three distorted spheres. Thus, the 
question of the title may be vague, but it is not meaningless. All molecular information 
(i.e., what makes a molecule different from the simple sum of its isolated constituents) is 
coded into a set of atomic density distortions.

There is no unique way of defining these atomic density distortions. In fact, there are 
infinitely many ways in which one can decompose a given molecular density n (r) into 
the sum of atomic-like functions nα (r) (here we use the subscript α to label atoms). For 
example, Bader’s partitioning (Bader, 1990) based on the topology of the electron density 
is a popular choice with merits and limitations that have been amply discussed (Nalewajski, 
et al., 2000). In spite of the many possible definitions of atomic densities, there is a unique 
set of densities {nα (r)} that sum up to n (r) while minimizing the sum of the atomic energies. 
It is this special set of densities to which we turn our attention in this article.  

The density functional theory (DFT) (Hohenberg & Kohn, 1964; Kohn & Sham, 
1965) establishes that any electronic property P of a molecule is a functional of its ground-
state electronic density P = P[n]. The uniqueness of the set {nα (r)} for a given density 
allows one to understand molecular properties, in principle, as functionals P = P[{nα (r)}] 
of that set. Decades of research in DFT have taught us how the total density n (r) can be used 
as the main variable in molecular calculations, as explained briefly in Section II. Our group 
is investigating how the atomic densities, as opposed to the total molecular density, may 
be used as the main variables, which we discuss in Section III. This change of perspective 
has advantages and disadvantages. The most obvious advantage is a significant lowering of 
the computational cost of the calculations because instead of having to solve the N-electron 
Schrödinger equation (a second-order differential equation on 3N coupled variables), only 
a small number of independent equations has to be solved, each for less than N electrons. 
A second advantage will be explained and illustrated in Section IV: By focusing on atomic 
densities rather than on total molecular densities, one can fix pervasive errors of density 
functional approximations and significantly improve the accuracy of certain calculations. 
A third advantage will be discussed in Section V: The chemical reactivity between two 

Figure 1. Ground state density of a water molecule on the plane of the three atoms. Calculated using 
Psi4 (Smith, et al., 2018) (Parrish, et al., 2017) with CCSD(T)/UGBS. The dotted line indicates a 
density iso-contour.
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atoms or molecular fragments that approach each other is best described in a theory that 
employs atomic (or fragment) densities as the main variables. On the downside, many of 
the theorems and techniques that have been explored over the last six decades to describe 
molecular systems are not directly applicable to the new set of variables, so entirely new 
methods and approximations need to be developed. A growing community of researchers 
working under the umbrella of embedding methods (Jacob & Neugebauer, 2014; Lee, et 
al., 2019; Sun & Chan, 2015; Nafziger & Wasserman, 2015; Niffenegger, et al., 2019) 
are pursuing this direction. We highlight here some of the recent developments.

The molecular density as the main variable
In the world of quantum chemistry, one is normally concerned with electronic hamiltonians 
given within the Born-Oppeheimer approximation by:

                       (1),
where  is the kinetic energy operator for N electrons,  the electron-electron repulsion 
operator, v(r) the attractive potential generated by the nuclei, and  the density operator. 
The expectation value of the latter in the N-electron ground state ψ is the density n(r) = ⟨ψ|

|ψ⟩, but an accurate, explicit representation of ψ is unachievable for all but the smallest 
systems. Ground-breaking work by Kohn, et al. (Hohenberg & Kohn, 1964; Kohn & 
Sham, 1965) showed that it is possible to construct a theory that completely circumvents 
the calculation of ψ so that any property, such as the ground-state energy E = ⟨ψ| |ψ⟩, 
can be calculated as a functional of the density. The functional E[n] is normally split into 
the contribution from the nuclear potential ∫ drn (r) v(r), and a universal functional F[n] 
independent of v(r). In Kohn-Sham-DFT (KS-DFT), the most common formulation of 
DFT, the functional F[n], is decomposed as:

                   (2),

where Ts[n] is the kinetic energy for an auxiliary system of non-interacting electrons 
with density n(r), the second term is the Hartree energy, and EXC[n] is the exchange-
correlation (XC) energy functional, the only quantity that needs to be approximated in 
practical calculations. We sometimes combine the Hartree and the XC-contributions into 
one functional, EHXC[n], whose derivative with respect to the density is a potential, vHXC (r) 
= δEHXC[n]/δn(r). What one solves in practice are the KS equations:

                                        (3),
with vs(r)= v(r) + vHXC (r) leading to ∑i |ϕi(r)|2 = n(r) where the sum goes over the occupied 
orbitals ϕi(r). An ample literature exists documenting the successes and failures of different 
approximations to EXC[n]. We point the reader to recent reviews (Pribram-Jones, et al., 
2015; Wasserman, et al., 2017; Yang, 2012) and stress that some of the most pervasive 
failures of approximate KS-DFT appear when stretching chemical bonds (Dutoi, et al., 
2016; Makmal, et al., 2011; Komsa & Staroverov, et al., 2016). The large errors observed 
in these cases encompass both fractional-charge (or delocalization) and fractional-spin (or 
static correlation) errors (Cohen, et al., 2008a; Cohen, et al., 2008b; Mori-Sánchez, et 
al., 2008), which are ultimately due to the inability of the approximate XC-functionals to 
reduce the molecular density to the correct atomic densities (or spin-densities) when bonds 
are stretched. We illustrate both types of errors below for the local density approximation 
(LDA), the simplest and earliest approximation for EXC[n] on which the modern ladder of 
approximations is built (Perdew, et al., 2001).

Fractional-charge error 
Consider stretching . The true ground-state density has left-right symmetry, with 1/2 
electron on the left atom and 1/2 electron on the right atom. The physical state at infinite 
separation must break this symmetry and produce a neutral hydrogen atom on one side 
and a bare proton on the other. Both solutions (broken-symmetry and symmetric) should, 
therefore, have the same energy at infinite separation, but this feature is not achieved by 
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the LDA or other approximations built upon it. The LDA energy of an H atom with half an 
electron is much lower than what it should be (half the energy of infinitely stretched ), 
which leads to the incorrect binding shown in dashed pink in figure 2.

Fractional-spin error 
Now consider stretching neutral H2. The issues of the previous paragraph are no longer 
a problem because each atom has exactly one electron at infinite separation. However, 
an analogous problem arises for fractional spins. The true-ground state of H2 is spin 
unpolarized and must remain so at very large separations in the absence of environmental 
perturbations. Yet, an isolated H atom is spin-polarized so the energy of two spin-polarized 
H atoms should be identical to that of two spin-unpolarized H atoms (each having half-spin 
up, half-spin down). This condition is again violated by the LDA leading to the significant 
overestimation of the binding as shown in dashed pink in figure 3.

These errors, illustrated here for the two simplest open-shell and closed-shell molecules, 
are ubiquitous in quantum chemistry. Every time a bond is stretched, as in transition states 
along chemical reactions, a combination of these errors can creep into and contaminate the 
DFT calculations. Cancellation between the two errors can occur sometimes (note they 
have opposite signs) and lead to accidentally accurate results for complex systems, but 
predicting such cancellations is generally extremely difficult and not something DFT users 
want to or should rely on. Results from approximate KS-DFT calculations are thus often 
suspect. A theory that uses atomic densities as the main variables, as opposed to the total 
molecular density, has the potential to fix such errors. Furthermore, it has the potential to 
provide information about individual atomic density distortions along with a chemical 
insight into the reactivity of individual fragments.

Figure 2. Electronic binding energy of H2
+ . Exact (solid, blue), KS-LDA (dashed, pink), and OA-

LDA(dash-dotted, yellow) from (Nafziger, 2015), as explained in Sec.IV. 

Figure 3. Electronic binding energy of H2. Exact (solid, blue), KS-LDA (dashed, pink), and OA-
LDA (dash-dotted, yellow) from (Nafziger&Wasserman, 2015), as explained in Sec.IV.
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Atomic densities as the main variables
As mentioned in the Introduction, there is a unique set of atomic densities {nα (r)} that 
minimizes Ef ≡ ∑α Eα [nα] while satisfying the density constraint:

                      ∑α nα (r) = n(r)                                       (4).
The atomic energies Eα [nα] in the above definition of Ef are not true ground-state 

energies but rather given by Eα [nα] = F [nα] + ∫ dr vα(r) nα(r), where vα(r) is the α-atomic 
potential. The constraint of Equation (4) prevents nα(r) from being the ground-state density 
of the corresponding vα(r). However, each of the nα(r) can be shown to be the ensemble 
ground-state density of vα(r) + vp(r), where vp(r) is a unique α-independent potential. More 
specifically, the partition potential theorem (PPT) (Cohen & Wasserman, 2006) establishes 
the following: If a molecular potential v(r) is decomposed into atomic potentials {vα(r)}, 
i.e. v(r) = ∑α vα(r), then, for a set of fragment occupations {nα} there is a unique local 
potential vp(r) such that, when added to the individual vα(r)’s, leads to ensemble ground-
state densities {nα} summing up to the correct total density n(r).

Simple Illustration of the PPT 
Figure 4 provides the simplest illustration of this theorem. Consider first one electron 
moving in the 1D-potential v1(x) (dotted grey line in the middle panel). Its ground-state 
density, when isolated, is n1

(0) (x) (dotted orange line in the upper panel). Similarly, one 
electron in v1(x) has density n2

(0) (x). Now consider two non-interacting electrons in the 
double-well potential v(x) = v1(x) + v2(x) (dashed yellow line in the middle panel). The 
density of this system, n(x), is not equal to n(0)(x) = n1

(0)(x) + n2
(0)(x), but it is close to it: n(x) 

≈ n(0)(x), especially if v1(x) overlaps weakly with v2(x). The PPT establishes that there is 
only one potential vp(x) (purple line in the middle panel) such that, when added separately 
to v1(x) (blue line in the lower panel) and v2(x), leads to ground-state densities n1(x) (blue 
line in the upper panel) and n2(x) that differ from n1

(0)(x) and n2
(0)(x) in just the right way, so 

that n1(x) + n2(x) = n(x). The theorem applies to any number of interacting electrons in 3D 
and to any number of fragments (Cohen & Wasserman, 2006).

The algorithm to calculate vp(r)
Several algorithms have been developed to solve the constrained optimization problem 
involved in calculating vp(r) (i.e., minimizing Ef [nα] under the constraint of Equation (4)). 
The algorithm described here is perhaps conceptually the simplest: 

1.	 Choose an approximation for EXC[n], solve the KS equations in Equation (3) for the 
isolated atoms, and find their self-consistent densities {nα

(0)(r)} and corresponding 
KS-potentials {vs , α(r)}.

2.	 Build an approximate molecular density as n(0) (r) ≈ ∑α nα
(0) (r).

3.	 Invert the KS equations to find the effective KS-potential vs
(0)(r) corresponding 

to n(0) (r). For the exact density, this potential would be identical to v (r) + vHXC 

(r), but for the approximate density it is not. The difference between the two, 
therefore, can be used as a correction to generate an improved atomic KS potential 

.
4.	 Solve the KS equations for the atoms again with the improved atomic KS potential 

and repeat until self-consistency is achieved. If convergence is achieved after 
iterating k times, then the atomic KS potentials  are given by vα(r) + vp(r) 
+ vHXC [nα

(k-1)](r). The partition potential emerges as an α-independent piece to be 
added to the α-nuclear potential. 

Just as for the model system of figure 4, the main feature of vp(r) in real diatomic 
molecules is an attractive well in between the nuclei. The presence of this well distorts the 
density of each isolated atom by pulling it toward the bonding region. There are generally 
also positive plateaus in vp(r) due to kinetic effects (Nafziger & Wasserman, 2014) 
(contributions from the functional derivatives of Ts [nα]) and a singularity at the nuclei 
whose strength is proportional to the value of the density of one atom at the location of the 
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other (Nafziger & Wasserman, 2014), modifying the isolated-atom density of the nuclei 
according to Kato’s cusp condition. This is our partial response to the question without an 
answer: “The shape of atoms in molecules is determined by vp(r).”

Although we exemplify the use of Partition-DFT with systems composed of two atoms, 
it must be noted that the framework is not limited to atomic densities. Any meaningful 
fragmentation can be applied, such as individual molecules in dimers or functional groups. 
This selective fragmentation not only has conceptual benefits but also computational 
because it allows regions to be treated with different levels of theory so that the most 
reactive regions are calculated using higher-level methods, as is the common practice in 
WFT-in-DFT embedding (Lee, et al., 2019). This is consistent with the goal of the theory 
to lower the computational cost while still accurately describing the relevant properties of 
a larger system.

Fixing errors of approximate XC-functionals
Now define the partition energy Ep as the difference between the total energy E and the sum 
of atomic energies Ef. Using a bold n(r) to denote the set of atomic densities, n(r) ≡ {nα (r)},

                                                         (5)
with the KS energy-decomposition of Equation (2), the partition energy is given by:

                              (6),
where the “nad” superscript is used to indicate nonadditive quantities, i.e., the difference 
between the total and the sum of the fragments. Thus, , 

, and the last term stands for the non-additive external 

Figure 4. Graphic example of simplest PPT case for 2 non-interacting electrons in 1D potentials of 
the form v1,2(x) = cosh-2 (x ± a), with a = 2.5. Upper panel: The gray line magnifies the atomic-density 
distortion n1(x) - n1(x)0 by a factor of 5 to highlight what occurs upon formation of the chemical 
bond: The density of the isolated atom is pulled towards the bonding region. Middle panel: Left 
atomic potential v1(x) (dotted), total ‘molecular potential’ (dashed), and partition potential (solid, 
purple). Bottom panel: Comparison of the isolated atomic potential v1(x) and the effective potential  
v1(x) + vp(x) for which the polarized density n1(x) is a ground-state density. 
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(nuclear) energy given by . We have again 
combined the non-additive exchange-correlation and Hartree terms of Equation (2) into  

. For a given approximation to EXC [n], the algorithm described in the previous section 
exactly reproduces the results of the corresponding KS calculation including all of its errors. 
It can be seen (Elliot, et al., 2010) that the partition potential is the functional derivative 
of the partition energy with respect to any of the atomic densities at the minimum. Since 

 is known exactly, the key to improving over Kohn-Sham is to propose adequate 
approximations for the other two components of Equation (6),   and . We 
discuss each of these separately.

Approximating  
The origin of common errors of approximate XC functionals is well understood especially 
for homonuclear diatomic molecules (Cohen, et al., 2008b) (see discussion above for H2 
and H2

+ ) . For these and other molecules composed of two fragments, A and B, we have shown 
how a simple overlap approximation (OA) to  can fix both errors simultaneously 
(Nafziger & Wasserman, 2015), a result that no approximate XC functional can achieve 
with comparable accuracy within KS-DFT. The OA is defined by:

                         (7),
where S[n] is a measure of the overlap between the two atomic densities:

                                                                       (8).
The term  in Eq.(7) is a correction to the non-additive Hartree contribution, 

so that both fractional-charge and fractional-spin errors are suppressed as the molecule is 
stretched (Nafziger & Wasserman, 2015). The results shown in yellow in figure 2 and 
labeled “OA-LDA” go a step further (Nafziger, 2015) and replace  in Equation (7) 
by the non-additive exact-exchange functional canceling completely the self-interaction 
error and leading to the exact Ep[n] in this case. The only deviation from the exact binding 
here is due to the effect that the slightly incorrect LDA fragment densities have on Ep[n]. 
We stress that the correct energy is obtained here as the molecule is stretched without 
symmetry breaking: The ground state of H2

+ 
 retains left-right symmetry and the ground-

state of H2 remains a spin-singlet throughout the entire range of separations. This is a 
proof-of-principle demonstration that it is possible to use a simple functional of the density 
for the atoms (not for the molecule) while approximating   to fix the underlying 
errors due to fragmentation. The route is complementary to the efforts of many others to 
develop sophisticated XC-functionals of the total density (Hedge, 2017; Mardirossian & 
Head-Gordon, 2017; Sun, et al., 2015; Yu, et al., 2016; Zhang,  2018). 

Approximating  
Even with a robust and accurate functional for  (based perhaps on future generaliza-
tions of the OA), an explicit approximation for  is needed if one wants to reach the 
goal of linear-scaling calculations. Step 3 of the algorithm described in Section III relies 
on iterative inversions that make the method computationally impractical (at least, not 
more efficient than regular KS-DFT). The most obvious way to avoid such inversions 
is by resorting to orbital-free DFT (OF-DFT) (Chen, et al., 2016) and approximate 

 as an explicit functional of the set of atomic densities. Kinetic-energy functionals 
are famously difficult to approximate and state-of-the-art functionals are still far from 
reaching chemical accuracy, but we are looking for approximations to the non-additive 
part of , which is altogether a different challenge. The non-interacting kinetic energies 
for the atoms are still calculated exactly via orbitals and we wish to approximate the 
much smaller . Recent work shows that this approach is promising. For example, 
writing  = , an expression for the non-additive kinetic energy 
density  of the type

                                 (9)
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has been shown (Jiang, et al., 2018) to provide an excellent approximation to the exact  
 in covalent σ-bonds. In Equation (9),  is the von Weizsäcker kinetic-energy 

density (Weizsäcker, 1935), which is exact for one-orbital systems,   is the 
Thomas-Fermi kinetic-energy density (Fermi, 1927; Thomas, 1927), exact for uniform-
density systems, and Q[n] is a switching functional whose role is analogous to that of 
S[n] in Equation (7), as described in detail in Jiang, et al., 2018. It determines the spatial 
regions where a one-orbital description should dominate.

Embedding methods provide the most promising route to truly calculate ab-initio 
electronic structures of large, complex, molecular systems (Yao, et al., 2019; Lee, et 
al., 2019; Mi&Pavanello, 2020). Although Partition-DFT has been applied so far only 
to model systems (Elliot, et al., 2010), diatomic molecules (Nafziger & Wasserman, 
2014) and small hydrogen-bonded clusters (Gómez, et al., 2017; Gómez, et al., 2019), an 
ongoing implementation into the Psi4 package (Chávez, et al., 2020) will allow more for 
more widespread application. An accurate and explicit functional of the fragment densities 
for  will make Partition-DFT amenable to linear scaling implementations and, thus, 
applicable to systems of ever-larger complexity.

Towards a quantum theory of chemical reactivity
We glossed over one key feature of the PPT of Section III. The minimization of Ef [n] is 
performed under the constraint that the nα(r) add to n(r) without individual normaliza-
tion constraints for the atomic densities. The nα(r) can integrate to fractional numbers 
of electrons Nα as long as the total density integrates to the correct number of electrons, 
i.e., ∑α Nα = N. A sensible interpretation of fractional number densities is provided by 
an ensemble description where the fractional number arises as an ensemble average 
over integer-number components. One result of the extension of DFT for fractional 
electron numbers (Perdew, et al., 1982) is that for Nα between the integers pα and pα+1, 
the minimizing density (for the exact EXC) is given by nα(r) = (1- ωα) npα(r) + ωαnpα+1(r), 
where 0 ≤ ωα ≤ 1. The minimization of Ef [n] is to be performed over the set of the 
{ωα} leading to possibly fractional-number densities. One immediate advantage of such 
fractional densities is that chemical reactivity indices involving derivatives of various 
properties with respect to the electron number become sharply defined for the atoms 
(Geerlings, et al., 2003; Geerlings, et al., 2014). For example, Fukui functions are given 
directly by

                          (10)

as normally defined (Parr & Yang, 1984), but here the bordering-integer densities include 
the polarizing effect of the partition potential which accounts for the detailed environment 
of the atom in the molecule. Similarly, the {ωα} are those that lead to electronegativity 
equalization (Cohen & Wasserman, 2006; Parr, et al., 1978).

Perspective
The approximations of Equations (7) and (9) need to be extended to be applicable to realistic, 
complex chemical systems. The roads to robust approximations of general applicability 
and to efficient and accurate linear-scaling algorithms will be long and winding. Therefore, 
one might wonder whether these roads are worth taking in the first place, especially given 
that: (a) As computers get more powerful and machine-learning conquers the quantum-
chemistry landscape, KS-DFT calculations with sophisticated approximations to EXC will 
become applicable to an ever-expanding frontier of chemical complexity; (b) several other 
fragment-based (Gordon, et al., 2012) and embedding methods (Jacob & Neugebauer, 
2014; Lee, et al., 2019; Sun & Chan, 2016) are enabling multi-million atom and multi-
scale calculations where individual fragment densities are of little use, and (c) quantum 
computing, when finally here, will allow for the direct calculation of many-electron wave 
functions rendering DFT-based methods obsolete.
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Our current take on these three valid concerns is the following: (a) Further improve-
ments of approximate XC functionals will continue via two directions: A non-empirical 
approach in which more exact constraints will be incorporated, especially perhaps in the 
framework of Generalized-Kohn-Sham (Kummel & Kronik, 2008; Seidl, et al., 1996), 
and an empirical approach exploiting large data sets of chemical information through 
machine-learning tools (Seino, et al., 2018; Snyder, et al., 2012). All of these positive 
developments can be readily incorporated into the framework described in Section III. 
Furthermore, as mentioned toward the end of Section III, the fragments do not need to be 
atoms but could be monomers, functional groups, protein backbones, etc., and calcula-
tions will greatly benefit from improved approximations to EXC; (b) there is plenty of room 
in quantum chemistry for more than one type of embedding method. When minimizing 
the total energy is the only goal, our approach is admittedly not essential. When, however, 
besides minimizing the energy one is interested in examining the individual fragment 
density distortions or understanding the reactivity of one fragment in a specific chemical 
environment, then our approach offers a unique, useful perspective; (c) yes, someday 
quantum computers will be ready to solve the many-electron Schrödinger equation for 
large molecules. However, one will always want to understand the results, which involves 
determining how individual atoms or fragments in the molecule are distorted due to the 
interactions with neighboring atoms or fragments. The tools described here allow us to 
accomplish precisely this, regardless of the type of computers employed. 
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que se detallará la contribución de cada uno de los autores.

4.	 De acuerdo con el ICMJE, todos los colaboradores que no cumplan con los criterios de autoría 
o hayan realizado contribuciones menores deberán aparecer en la sección de Agradecimientos, 
pero no serán citados como autores. Las ayudas económicas y materiales deberán aparecer en 
los Agradecimientos.

5.	 La terminología debe regirse por el Código Internacional de Nomenclatura Botánica. La termi-
nología física, química o bioquímica, deberá seguir las normas del Comité de Nomenclatura de 
la Unión Internacional de la Química Pura y Aplicada (IUPAC). Deberán usarse las abreviaturas 
internacionales convencionales y las unidades del Sistema Internacional (SI). Los nombres 
científicos deberán ser escritos en la forma recomendada por el Internacional Code of Botanical 
Nomenclature y por el International Committee on Systematics of Prokaryotes o ICSP.

Envío y presentación del manuscrito
Los artículos deberán ser enviados a través de http://www.raccefyn.co
El manuscrito incluirá además de la página correspondiente al título, el resumen, las referencias, las 
tablas y sus títulos, las leyendas de las figuras, todos los cuales deberán estar escritos en procesador 
de palabras Word a doble espacio, usando la fuente Arial de tamaño 12, sin justificar el texto. No 
debe olvidarse el usar la numeración en todo el manuscrito. Extensión máxima de 30 páginas, entre 
5.000 a 8.000 palabras.

http://www.raccefyn.co
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Los manuscritos deben incluir la siguiente información:
1.	 Una hoja de presentación, página en Word con los nombres y apellidos (si desea poner el 

segundo apellido, debe ir separado por un guion) de todos los autores (sin cargos, ni grado 
académico), filiaciones y correos electrónicos. Agregar aquí un párrafo en el que los autores 
declaren su aporte personal al manuscrito bajo consideración.

2.	 Título completo del manuscrito en español e inglés (máximo 30 palabras, 165 caracteres)
3.	 Título corto (máximo 10 palabras, 50 caracteres)
4.	 Resumen en español e inglés que no supere 250 palabras.
5.	 Palabras clave en español y en inglés que no superen en número a seis, separadas por punto 

y coma.
6.	 Nombre del autor responsable de la correspondencia con su dirección completa, número tele-

fónico, dirección electrónica y código ORCID. Open Researcher and Contributor ID (Iden-
tificación del Investigador y del colaborador abierto)

7.	 Direcciones electrónicas de todos los coautores y códigos ORCID Open Researcher and 
Contributor ID.

8.	 Texto, referencias y tablas en un mismo archivo en conjunto con las leyendas de las figuras en 
formato jpg o tiff en archivos individuales y con una resolución mayor a 300 dpi (dots per inch).

9.	 El número máximo de tablas y figuras es de 7. Para enviar información adicional se puede 
emplear la sección de Información suplementaria debidamente referenciada en el texto: tabla 
1S, 2S, etc.; figura 1S, 2S, etc. 

Estructura del manuscrito
Introducción: se debe mostrar el marco teórico en el cual se inscribe el tema de la investigación, propó-
sito del artículo y justificación del estudio indicando, además, la delimitación de la pregunta problema.
Materiales y métodos: se describirán los sujetos de observación o experimentación, aparatos o 
dispositivos y metodologías empleadas en el estudio. La descripción de la metodología debe tener 
referencias de los métodos usados.
Análisis estadístico: señalar los métodos estadísticos utilizados  y la manera de analizar los datos.
Resultados: deben presentarse en secuencia lógica, con las tablas y las figuras acompañadas de una 
explicación y análisis de las mismas.
Discusión: debe hacerse énfasis en los aspectos nuevos e importantes del estudio, contrastando 
los resultados con la información pertinente disponible en 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 discusión pueden presentarse también en forma combinada, en cuyo caso la 
sección se denominará Resultados y Discusión.
Conclusiones: deberán responder al objetivo de la investigación reportada e incluir el planteamiento 
de objetivos futuros a seguir en la línea de investigación. 
Referencias: todas las referencias bibliográficas se insertarán en el texto y deberán llevar siempre 
entre paréntesis el apellido del primer autor y el año de publicación. Si el apellido del autor o autores 
forma parte de la estructura formal de la frase, sólo se pondrá entre paréntesis la fecha; por ejemplo: 
Pérez y Ribas (1996). Si no forma parte de la estructura formal del texto, por ejemplo: ... como 
indica Barbudo (2003). Si son solo dos autores se pondrán los dos apellidos, si son más de dos sólo 
se pondrá el apellido del primero añadiendo “et al.”
La Revista ACCEFYN utiliza las normas del Manual APA, estas emplean un sistema de citación de 
autor-fecha. 
Lista de referencias. Se organizan alfabéticamente y se citan de la siguiente manera:
Artículo de revista
Apellido, A. A., Apellido, B. B., Apellido, C. C. (Año). Título del artículo. Nombre de la revista, 
volumen: pp-pp.
Ejemplo
Kay, M.A., Glorioso, J.C., Naldini, L. (2001). Viral vectors for gene therapy: the art of turning 
infectious agents into vehicles of therapeutics. Nat Med., 7: 33-40.
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Libro
Apellido, A. A. (Año). Título. Ciudad, País: Editorial
Ejemplo
Salisbury, F. B., Ross, C. M. (1994). Fisiología Vegetal. Guadalajara, México: Grupo editorial 
Iberoamérica.
Capítulo de libro
Apellido, A. A., Apellido, B. B. (Año). Título del capítulo o la entrada. En A. A. Apellido. (Ed.), 
Título del libro (pp. xx-xx). Ciudad, País: Editorial.
Ejemplo
Guba, E.G. (1983). Criterios de credibilidad en la investigación naturalista. En J. Jimeno Sacristán y 
A. Pérez Gómez. La enseñanza: Su teoría y su práctica (148-165). Madrid, España: Akal.
Revista en línea
Apellido, A. A. (Año). Título del artículo. Nombre de la revista, volumen (número): pp-pp. 
Disponible en: http://www... 
Ejemplo
Cintrón, G., Lugo, A. E., Pool, D. J., Morris, G. (1978). Mangroves of arid environments in 
Puerto Rico and adjacent islands. Biotropica, 10 (2): 110-121. Disponible en: http://www.jstor.org/
pss/2388013.
Gutiérrez-Vargas, J.A., Moreno, H., Cardona-Gómez, G.P. (2016). Targeting CDK5 post-stroke 
provides long-term neuroprotection and rescues synaptic plasticity. J Cereb Blood Flow Metab. doi: 
10.1177/0271678X16662476
Citas páginas web
Anotar la fecha de la consulta
Ejemplo
Guiry, M.D., Guiry, G.M. (2015). AlgaeBase. World-wide electronic publication, National University 
of Ireland, Galway. Disponible en http://www.algaebase.org., accedida entre enero y junio de 2015.
Tablas y figuras: las tablas y cuadros se denominarán tablas y llevarán numeración arábiga de 
acuerdo con el orden de aparición. El título correspondiente se coloca en la parte superior de la tabla 
y las notas en la inferior. Los símbolos para unidades deben aparecer en el encabezamiento de las 
columnas. Si es necesario exponer alguna información, utilizar las letras minúsculas del alfabeto 
según orden de aparición en la respectiva tabla: a, b, c, d, e, etc.
Las fotografías, gráficos, dibujos y esquemas se denominan todos como Figuras, las cuales se 
enumeran según el orden de aparición y sus leyendas se describen en hoja separada. Si se trata de 
micro-fotografías debe indicarse el aumento utilizado. Las personas, o sus nombres, no deben ser 
identificables en las fotografías pero se requiere permiso escrito para su publicación.
Cuando las tablas y figuras hayan sido tomadas de revistas o libros, sean impresos o electrónicos, se 
debe especificar la fuente y adjuntar autorización de la respectiva publicación para su reproducción.
Agradecimientos: podrán ser expresados a personas o entidades que hayan ayudado en la realización 
del trabajo. Se mencionarán las personas y el tipo de ayuda aportada, así como las entidades, 
instituciones o fundaciones que hayan financiado o suministrado materiales. En caso de proyectos de 
investigación financiados será suficiente con mencionar el código de registro y la entidad, institución 
o fundación que lo apoyó económicamente.

Consideraciones
Los trabajos aceptados son propiedad de la Revista ACCEFYN y podrán ser reproducidos total o 
parcialmente por la Revista.
La Revista no se hace responsable de los contenidos científicos ni de las implicaciones legales de los 
artículos publicados.

Corrección de estilo y publicación del manuscrito
Una vez aceptados los artículos, éstos se enviarán a corrección orto-tipográfica. Se usará la 
herramienta de control de cambios de Word, en la cual quedará el registro de cada una de las 
sugerencias llevadas a cabo y los comentarios o dudas para que el autor o los autores aprueben y 
contesten apropiadamente.

http://www.jstor.org/pss/2388013
http://www.jstor.org/pss/2388013
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La versión corregida deberá ser enviada nuevamente para su aprobación definitiva en un plazo 
mínimo de 48 horas. El manuscrito deberá ir con una carta al editor, informando cuales correcciones 
fueron procesadas. El editor le informará al autor la fecha aproximada y el número del volumen en 
el que el trabajo será publicado.

Rectificaciones y correcciones de errores
Las rectificaciones sobre la información suministrada por parte de los autores, se harán en el número 
inmediatamente posterior al anuncio de las mismas y serán responsabilidad de los mismos autores. 
La Revista se encargará de publicar una nota aclaratoria a manera de erratas. En el caso que sean 
necesarias mejoras y corrección de errores orto-tipográficos, de manejo visual de la información o 
de imprecisiones involuntarias, el o los autores podrán comunicarse al correo de la Revista para que 
puedan efectuarse en las versiones electrónicas de la Revista.

Falsificación de artículos
Si en el proceso editorial se encuentra falsificación, omisión de datos, duplicidad del artículo o 
plagio, se devolverá el original al autor con la debida notificación a su institución patrocinadora, 
centro de investigación o universidad.

Conflicto de intereses
Si los autores o coautores, editores o revisores (evaluadores) tienen algún conflicto de intereses que 
pueda de alguna manera influir en la transparencia u objetividad en el proceso de revisión por pares 
y publicación, tal conflicto debe ser declarado.
Los conflictos de interés más evidentes son los llamados conflictos financieros, resultado de relaciones 
entre empleador-empleado, financiaciones y patentes, así como también honorarios, consultorías, 
investigación pagada por compañías que dependen de los resultados investigativos, entre otros.
También existen los conflictos personales resultado de amistades o animadversiones, competencias 
académicas y pasiones en el campo intelectual o moral (por ej. parientes en una compañía que se bene-
ficiaría de los resultados que se van a publicar, el uso de los resultados publicados para promoción 
inmediata basada en el artículo publicado, creencias religiosas que estén en conflicto directo con la 
investigación que se va a publicar, entre otros).

Transferencia de derechos de autor
En caso de que el artículo enviado sea aprobado para publicación, 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 artículo mencionado a la revista de la Academia Colombiana de Ciencias Exactas, Físicas y 
Naturales (ACCEFYN), excepto en los siguientes casos:
a) Los autores y coautores retienen el derecho de revisar, adaptar, preparar trabajos derivados, pre-

sentaciones 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 título del trabajo, resumen, tablas y figuras del trabajo en los correspondientes sitios web de 
autores o de sus empleadores, también dando el crédito correspondiente 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 trabajos derivados, reproducir o distribuir en formato impreso el trabajo publi-
cado, 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 específicamente artículos ya publicados, deberá obtenerse el permiso expreso 
del autor y coautores del trabajo o del empleador con excepción 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 
con los manuscritos.

e) Ningún otro derecho, además del de derechos de autor, debe ser reclamado por la revista de 
ACCEFYN.

Aviso de derechos de autor
Los autores certifican que son los creadores originales del trabajo y declaran que:
a) Los datos y las referencias a materiales ya publicados están debidamente identificados con su 

respectivo crédito e incluidos en las notas bibliográficas y en las citas que se destacan como tal y, 
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en los casos que así lo requieran, se cuenta con las debidas autorizaciones de quienes poseen los 
derechos patrimoniales.

b) Todos los materiales que se presentan están totalmente libres de derecho de autor y, por lo tanto, el 
autor de la correspondencia se hace responsable de cualquier litigio o reclamación relacionada con 
derechos de propiedad intelectual, exonerando de responsabilidad a la Academia Colombiana de 
Ciencias Exactas, Físicas y Naturales.

c) El trabajo es inédito y no será enviado a otras revistas mientras se espera la decisión de los edi-
tores de tal revista. El primer autor declara que no existe un posible conflicto de intereses en este 
manuscrito.

d) En caso de ser publicado, los autores del artículo transfieren todos los derechos de autor a la 
Revista ACCEFYN, sin cuyo permiso expreso no podrá reproducirse ninguno de los materiales 
publicados en la misma.

e) A través de este documento, y si el trabajo es aceptado para su publicación, la Revista ACCEFYN 
asume los derechos para editar y publicar los artículos en índices nacionales, e internacionales o 
bases de datos con fines académicos y científicos no comerciales en medios impresos, electrónicos, 
Internet en texto completo o cualquier otro medio conocido o por conocer con respeto de los 
derechos de autoría.

Transferencia de derechos de autor
En caso de que el artículo enviado sea aprobado para publicación, 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 artículo mencionado a la revista de la Academia Colombiana de Ciencias Exactas, Físicas 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 se pueden 
publicar el título del trabajo, el resumen, las tablas y las figuras del trabajo en los correspondientes 
sitios web de autores o de sus empleadores, dando también 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 trabajos 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 específicamente artículos ya publicados, deberá obtenerse el permiso expreso 
del autor y de los coautores del trabajo o del empleador con excepción 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 
con los manuscritos.

e) Ningún otro derecho, además del de derechos de autor, debe ser reclamado por la revista de 
ACCEFYN.

Declaración de privacidad
Los nombres y las direcciones de correo electrónico incluidos en esta revista se usarán exclusivamente 
para los fines establecidos en ella y no se proporcionarán a terceros ni serán usados con otros fines.

Lista de comprobación para la preparación de envíos
Como parte del proceso de envíos, los autores están obligados a comprobar que su envío cumpla 
todos los elementos que se muestran a continuación. Se devolverán a los autores aquellos envíos que 
no cumplan estas directrices.

1. Carta de sometimiento del artículo, donde informa que todos los autores han leído, aprueban 
y declaran que:
•	 Están de acuerdo con el manuscrito remitido, en su contenido, organización y presentación. 
•	 El trabajo es original, el cual no ha sido publicado previamente y, de igual forma, no se someterá 

a otra revista hasta conocer la respuesta del Comité Editorial.
•	 En caso de ser aceptado el manuscrito, se autoriza su publicación bajo las normas establecidas 

por la revista.
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•	 El documento no cuenta con texto o figuras que tengan reserva de derechos y si los tuviere se 
cuenta con la autorización escrita para su reproducción.

•	 El documento no contiene citas o transcripciones de obras que carezcan de referencias biblio-
gráficas debidamente citadas.

•	 Se incluye un párrafo donde los autores declaran cuál fue el aporte de cada uno de ellos al documento.
•	 Esta carta firmada debe ser adjuntada en el paso 4 del presente proceso de envío en formato PDF.

2. Presentación
•	 Una página en Word con los nombres y apellidos (nombre completo, apellido y segundo apellido 

separado por un guion) de todos los autores (sin cargos, ni grados académicos), filiaciones y 
correos electrónicos.

•	 Título completo del manuscrito en español e inglés y titulo corto.
•	 Nombre del autor responsable de la correspondencia con su dirección completa, número telefónico 

y dirección electrónica.
•	 Direcciones electrónicas de todos los coautores.
•	 Texto, referencias y tablas en un mismo archivo junto con las leyendas de las figuras. Figuras en 

formato jpg o tiff en archivos individuales.

3. Estructura del artículo. Se incluyen
•	 El resumen en español e inglés (Abstract).
•	 Las palabras clave (máximo 6) en español e inglés (Keywords).
•	 Introducción.
•	 Materiales y métodos.
•	 Resultados y Discusión para comunicaciones cortas.
•	 Discusión.
•	 Agradecimientos a colaboradores y/o instituciones u organizaciones que financiaron la investigación.
•	 Referencias.
•	 Declaración de conflicto de interés.

4 Información adicional: figuras
•	 Se incluyen como archivo independiente, cada figura en página aparte.
•	 Se incluyen las leyendas correspondientes al final del original. Estas figuras deberán ser cargadas 

en el paso 4 del presente proceso de envío en formato JPG o TIF.

5. Información adicional: tablas
•	 Se incluyen al final del original, elaborados en el modelo más sencillo de tablas del programa Word.
•	 Se ordenan secuencialmente.
•	 Se incluye el título correspondiente.

6. Referencias
•	 Se han seguido las normas de la revista de ACCEFYN en las instrucciones a los autores.

7. Abreviaturas:
•	 Se introducen entre paréntesis la primera vez que se usan.

8. Nomenclatura:
•	 Los nombres de género y especie están en letra cursiva.
•	 Los nombres de microorganismos, plantas y animales se escriben completos la primera vez que se 

citan, en el título y en el resumen.

9. Ética
•	 Todos los autores conocen y aprueban la presentación del manuscrito, su contenido, la autoría y 

el orden de la autoría.
•	 El manuscrito ha sido postulado solo a la Revista ACCEFYN y no se encuentra postulado ni ha 

sido publicado en otra revista.
•	 Si el artículo incluye la investigación en humanos o con animales se han seguido las directrices 

de la Declaración de Helsinki y el uso de primates no humanos en la investigación.
•	 Se incluye los agradecimientos a las instituciones u organizaciones que financiaron la investigación.

10. Revisores
Se suministran indicaciones sobre tres o cuatro posibles revisores con sus nombres completos, 
formación académica y direcciones de correos electrónicos.
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To our readers and authors

Focus and Scope
The Journal of the Colombian Academy of Exact, Physical and Natural Sciences (ACCEFYN) is a 
multidisciplinary quarterly journal that publishes high quality original research articles.
The journal publishes scientific articles in the disciplines of Biomedical Sciences, Behavioral 
Sciences (philosophy, psychology, anthropology, and sociology), Natural Sciences (Biology, Botany, 
Microbiology, Zoology, Ecology), Physical Sciences, Chemical Sciences, Earth Sciences (Geology, 
Environmental Sciences) and Mathematics. It is included in several national and international 
directories and indexing services like 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 Colombia, On-line Computer Library Center – OCLC, Zentralblatt für Mathematik, 
Zoological Record, RLG. Within the Colombian citation system, the journal is register in Publindex 
(The Journal index Departamento Administrativo de Ciencia, Tecnología e Innovación, Colciencias).
The journal´s website (www.raccefyn.co) allows free and open access to full-text articles with the 
purpose of contributing to the visibility, access and dissemination of Colombian scientific production.
The first issue was published in December 1936, year of the official creation of the National Academy, 
led by Jorge Álvarez Lleras. The journal has been edited 41 volumes since then.

Peer Review Process
Manuscripts that meet the author guidelines are welcomed. Manuscripts will be assessed by the 
editor in chief and associate editors’ expert in the topic of the manuscript.
If the editors see fit, the manuscript will be sent to, at least, two peers knowledgeable in the topic of 
the manuscript. It is estimated the peer reviewing process will take around 90 days.
The reviewers can decide to a) accept the article without any modification, b) accept it if some 
recommendations are addressed, or c) reject the manuscript. If peers exhibit contradicting assess-
ments, an extra reviewer will be approached to settle disparities and reach a final decision.
The corresponding author will be notified of the results of the peer review process. The author should 
return an amended version, along with a documenting reporting the response to the reviewers, four 
weeks after receiving the results of the reviewers.
If the author does not send these documents past the suggested time, the journal will assume the 
manuscript has been withdrawn. If the author send these documents past the suggested time, the 
journal takes the manuscript as a new submission and the reviewing process starts anew.
Accepted manuscripts are considered property of the journal. Thus, the journal is free to reproduce an 
entire manuscript or parts of it.
The journal is not responsible of the contents of the published manuscripts and related legal implications.

Publication Ethics and Publication Malpractice Statement
The journal abides by the Committee on Publication Ethics (COPE) standards. These guidelines can 
be consulted in the following links:
COPE guidelines on good publication practice: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1753164/
COPE code of conduct: https://publicationethics.org/resources/code-conduct 
See document pdf (annex)

Open access policy
The journal enables open access to published articles via its website (www.raccefyn.co) to contribute 
to the dissemination, accessibility, and visibility of scientific work.

Author Guidelines
Research articles. A manuscript documenting the results of at least one experiment/study by 
following the following structure: introductions, methodology, results, discussion, conclusions, and 
references. Extra material can be reported as an appendix.

http://www.raccefyn.co/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1753164/
https://publicationethics.org/resources/code-conduct
http://www.raccefyn.co/_archivos/ethics_statement_21.5.17.pdf
http://www.raccefyn.co/
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Brief articles. Manuscripts reporting the results of novel experiments/study in a succinct manner 
and that require prompt diffusion.
Inaugural articles or Review articles. Manuscripts reporting literature reviews on a topic. It is one 
requirement for the Academics to be admitted to the Academy
Letters to the editor. Manuscripts proposing critical comments, novel analysis or re-interpretations 
of published work.
Book reviews. Short manuscripts reporting a review of a book recently published within an area of 
interest to the journal.
Authors correction
Errata

Information for Authors
Authors should bear in mind the following
1.	 Submitted manuscripts must be original and of outstanding quality. They can be written in 

Spanish or English 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 transference of authors’ rights).

2.	 The corresponding author will be required to state that the work is original, has not been published 
elsewhere, is not under review elsewhere and that co-authors agree as to the version submitted. 
Equally important, the corresponding author will be asked to state whether copyrights have been 
passed on to other parties. (See form for declaration of originality, conflicts of interest, and 
authors’ rights).

3.	 It is assumed all listed authors have contributed substantially to the manuscript. Their order in 
the manuscript should be reached by agreement. Finally, each author’s contribution should 
be explicitly stated. Collaborators whose contribution was not substantial (see above) should 
be mentioned in the ‘acknowledgments’ section (see http://www.icmje.org/ for a reference). 
Financial supports and grants should also be mentioned in this section.

4.	 The terminology used in the manuscript should follow that used in specific areas (we therefore 
recommend authors to consult specialised references in this regards as to their own fields of 
research). Scientific names should follow recommendations such as those stated, for example, 
by the International Code of Botanical Nomenclature and the International Committee on 
Systematics of Prokaryotes.

Submission and Presentation of manuscript
The manuscripts should be submitted using the website of the Academy: http://www.accefyn.co 
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 Arial font size 12 
without justification. Do not forget to number the entire manuscript. Maximum extension 30 pages, 
5,000 to 8,000 words.
The manuscripts must contain the following information:
1.	 A page 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.

2.	 Complete manuscript title in Spanish and English.
3.	 Short Title
4.	 Abstract in Spanish and English using 250 or less words 
5.	 Key words in Spanish and English not containing more than 6 words.
6.	 Name of the author responsible for all correspondence, including his complete address, 

telephone number and email address.
7.	 Electronic addresses of all the co-authors.
8.	 Text, bibliographical references, and tables in the same file together with the legends for all the 

figures.
9.	 Figures must be in jpg or TIF format.
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Manuscript Structure
Introduction: there must be a clear description of the theoretical framework of the theme of the 
investigation, purpose of the article and justification of the study, indicating the limitation of the 
problem question.
Materials and methods: a description of the object of observation or experimentation, instruments 
or devices and the methodology employed in the study.
Statistical analysis: indicate the statistical methods used and the data analysis employed.
Results: these must be presented in a logical sequence, with the accompanying tables and figures 
with their respective explanations and analysis.
Discussion: emphasis must be given to those aspects of the study which are new and important, 
contrasting the results with the relevant information available in the recent literature and relate the 
conclusions with the proposed objectives. Mention must be made of the implications and limitations of 
the results found and a comparison of the relevant observations with that of other studies. The results 
and the discussion may also be presented in a combined form.
Conclusions: an up to date survey of the investigation. Mention can be made here of future objectives 
of the same line of investigation.
References: these citations must be verifiable. When a citation is made, indicate in the text the 
author, the year and page in the following way: last name of the first author and year of publication 
Pérez (1996). If there are only two authors use both last names Perez and Ribas (1996). If there are 
more than two authors use only the first last name followed by et al.
Reference list: alphabetically and following the examples
Journal article
Last name, A. A., Last name, B. B., Last name, C. C. (Year). Title. Journal name, volume: pp-pp.
Example
Kay, M.A., Glorioso, J.C., Naldini, L.  (2001). Viral vectors for gene therapy: the art of turning 
infectious agents into vehicles of therapeutics. Nat Med., 7: 33-40.
Book
Last name, A. A. (year). Title, City, Country: Publisher
Example
Salisbury, F. B., Ross, C. M.  (1994). Fisiología Vegetal. Guadalajara, México: Grupo editorial 
Iberoamérica.
Book chapter
Last name, A. A., Last name, B. B. (Year). Chapter title. In A. A. Last name. (Ed.), Book title (pp. 
xx-xx). City, Country: Publisher.
Example
Guba, E.G. (1983). Criterios de credibilidad en la investigación naturalista. En J. Jimeno Sacristán y 
A. Pérez Gómez. La enseñanza: Su teoría y su práctica (148-165). Madrid, España: Akal.
Journal on line
Last name, A. A. (Year). Article title. Journal, volume (issue): pp-pp. Available in http:/ /www… or  DOI
Examples
Cintrón, G., Lugo, A. E., Pool, D. J., Morris, G. (1978). Mangroves of arid environments in Puerto 
Rico and adjacent islands. Biotropica, 10 (2): 110-121. Available in: http://www.jstor.org/pss/2388013
Gutiérrez-Vargas, J.A., Moreno, H., Cardona-Gómez, G.P. (2016). Targeting CDK5 post-stroke 
provides long-term neuroprotection and rescues synaptic plasticity. J Cereb Blood Flow Metab. doi: 
10.1177/0271678X16662476
References web pages
Date of the access
Example
Guiry, M.D., Guiry, G.M. (2015). AlgaeBase. World-wide electronic publication, National 
University of Ireland, Galway. Available in http://www.algaebase.org., accesed in June 2015.
Tables and graphics:  The tables and frames are called tables and carry an Arabic numeration in 
accordance with the order in which they appear. The corresponding title is placed on the upper part of 
the table and notes are placed in the lower part. Symbols for unit measures must appear in the column 

http://www.jstor.org/pss/2388013
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headings. If it is necessary to display some information, use lower case letters from the alphabet 
according to the appearance of the table: a, b, c, d, e, etc.
Photographs, graphics, pictures, or sketches are named figures, are enumerated in order of appearance, 
and their legends must be written in a separate page. With respect to microfiches, indicate the size 
of the augmentation used. People or their names should not be identifiable in photographs, unless 
written permission for their publication has been obtained.
When tables and figures have been taken from magazines or books, published in hard copy or elec-
tronically, specify the source and include the authorization for its reproduction from the respective 
publication.
Acknowledgments: These can be expressed to persons or entities who have aided in the realization 
of the work. Mention is made of persons and their type of aid provided, as well as to entities or 
institutions which have provided financial and material assistance. In case of investigative projects 
with financial support it suffices to mention the registry code and the entity, institution or foundation 
which provided the economic support.

Considerations
They will be published in the following issue to the announcement of the correction. They are 
responsibility of the authors. Errata are responsibility of the Journal.
Fabrication of evidence, data omission, duplicity of data or plagiarism will be penalized. The authors 
and their institutions, research center or university and sponsors will be notified.
Once the article has been accepted, it will undergo a style and format revision which will bring it to 
its definitive version. The authors will receive the galley proofs in PDF format for the correction of 
errors before its printing. The corrected version must be returned for final approval within a period 
of 48 hours. The manuscript must be accompanied with a letter to the editor informing him of the 
corrections that were carried out. The editor will inform the author of the date and volume number in 
which the publication will appear.
If the authors or co-authors, the editors or reviewers (evaluators) have some conflict of interest which 
may in any way influence the transparency and objectivity of the peer review process and publication, 
it must be so declared.
The most obvious conflicts of interest are those referred to as financial conflicts, which result between, 
employer-employee, investments, and patents, as well as honoraria, consulting, paid investigation by 
companies which depend on the investigative results, etc.
There also exist personal conflicts arising from friendships, animosity, academic competencies and 
passions in the moral or intellectual field (for example relatives in a company which will benefit from 
the results to be published, the use of the results for immediate promotion based on the published 
article, religious beliefs which are in direct conflict with the investigation that will be published, etc.).

Copyright Notice
Declaration of originality and transfer author’s rights
The authors declare:
The published data and reference materials have been duly identified with their respective credits 
and have been included in the bibliographic notes and citations that have been so identified and that 
should it be required, I have all releases and permissions from any copyrighted material. 
All material presented is free from any copyright and that I accept full legal responsibility for any 
legal claims relating to copyrighted intellectual property, fully exonerating from responsibility 
the Academia Colombiana de Ciencias Exactas, Físicas y Naturales.
This work is unpublished and will not be sent to any other journal while waiting for the editorial 
decision of this journal. I declare that there is no conflict of interest in this manuscript.
In case of publication of this article, all author´s rights are transferred to the Revista de la Academia 
Colombiana de Ciencias Exactas, Físicas y Naturales, and so cannot be reproduced in any form 
without the express permission of it.
By means of this document, if the article is accepted for publication by the Revista de la Academia 
Colombiana de Ciencias Exactas, Físicas y Naturales,  the Revista assumes the right to edit and 
publish the articles in national and international indices or data bases for academic and scientific use in 
paper, electronic, CD-ROM, internet form either of the complete text or any other known form known 
or to be known and non-commercial, respecting the rights of the authors.
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Transfer of author rights
In case the article is approved for publication, the main author in representation of himself and his 
co-authors or the main author and his co-authors must cede the author rights of the corresponding 
article to the  Revista de la Academia Colombiana de Ciencias Exactas, Físicas y Naturales, 
except in the following cases:
The authors and co-authors will retain the right to revise, adapt, prepare derived works, oral 
presentations, and distribution to some colleagues of reprints of their own published work, if the 
corresponding credit is given to the Revista de la Academia Colombiana de Ciencias Exactas, 
Físicas y Naturales. It is also permissible to publish the title of the work, summary, tables, and 
figures of the work in the corresponding web sites of the authors or their employers, also giving 
credit to the Revista.
If the work has been realized under contract, the author’s employer has the right to revise, adapt, 
prepare derivative works, reproduce, or distribute in hard copy the published work, in a secure 
manner and for the exclusive use of his employees.
If the  Revista de la Academia Colombiana de Ciencias Exactas, Físicas y Naturales  were 
approached for permission by a third party for using, printing, or publishing specifically articles 
already published, the Revista must obtain the express permission of the author and co-authors of 
the work or of the employer except for use in classrooms, libraries, or reprinted in a collective work. 
The Revista de la Academia Colombiana de Ciencias Exactas, Físicas y Naturales reserves the 
possible use in its front cover of figures submitted with the manuscripts.
No other right, other than the author’s right, can be claimed by the  Revista de la Academia 
Colombiana de Ciencias Exactas, Físicas y Naturales.

Privacy Statement
The names and e-mail addresses appearing in the journal will be used solely for the purposes 
explicitly therein expressed and by no means will they be supplied to third parties. 

Submission Preparation Checklist
As part of the submission process, authors are required to check off their submission’s compliance 
with all of the following items, and submissions may be returned to authors that do not adhere to 
these guidelines.

1. Letter of submission, where it is stated that all authors have read and approved that:
•	 The submitted manuscript conforms in content, organization and presentation with established norms.
•	 The original article has not been previously published in any form nor has it been submitted to 

another journal nor will it be until an answer is received from the Editorial Committee.
•	 In the case the manuscript is accepted, it is then authorized to be published under the journal´s norms.
•	 The document may not be published without authorization of all copyrighted texts and figures.
•	 The document is fully cited in a list of references.

2. Appearance
•	 The first page written in Word with names and surnames (complete name, first and second 

surnames separated by a hyphen) of all authors (without job titles or academic titles), affiliations 
and e-mail address.

•	 Complete title of the manuscript in Spanish and English. Short title.
•	 Name of person responsible for correspondence with their complete address, telephone number 

and electronic address.
•	 E-mail of all coauthors.
•	 Text, references and tables in the same file together with legends of the figures. Figures in jpg or 

TIF format.

3. Structure of the article
The following sections are to be included:
•	 An abstract should be included in both Spanish and English.
•	 Key words (no more than 6) should be included in both Spanish and English.
•	 Introduction.
•	 Materials and methods.
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•	 Results and Discussion for short communications.
•	 Discussion.
•	 Acknowledgments to collaborators and institutions and organizations which financed the research.
•	 DeclaratIon of conflict of interest.

4. Additional information: Figures
•	 Each figure is included in a separate page in jpg or TIF format
•	 Corresponding legends are included in a separate page
•	 Figures should be charged in JPG o TIF format

5. Additional information: Tables
•	 Tables are included on a separate page and are presented in a simple manner as a Word table
•	 Tables are ordered sequentially

6. References
Citations must follow the journal ACCEFYN´s norms found in the authors´ instructions 

7. Abreviations
The first use is introduced in parentheses

8. Nomenclature
•	 The generic and specific names are written in italics
•	 Names of micro-organisms, plants and animals are written out completely the first time that they 

are cited in the title and in the abstract.
9. Ethics and malpractice considerations 
•	 All authors must know and approve of the form, content, authors, and the order of the authors
•	 An article that has been submitted to the journal ACCEFYN has not be submitted or published in 

any other journal.
•	 If the article includes research on human or animals have all authors read and followed the guiding 

principles of the Declaration of Helsinki and the use of non-human primates in the research?

10. Reviewers
List 3 or 4 possible reviewers with their complete names, academic background and e-mails.
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