Rev. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat. 44(172):805-813, julio-septiembre de 2020 Pyrolysis system to obtain carbonaceous material
doi: https://doi.org/10.18257/raccefyn.1109

813



Comité editorial

Editora

Asistente editorial

Editores
asociados

ISSN 0370-3908
eISSN 2382-4980

REVISTA DE LA

ACADEMIA COLOMBIANA

de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales

Vol. 44 « Numero 172 ¢ Pags. 679-904 ¢ Julio - Septiembre de 2020 * Bogota - Colombia

Elizabeth Castafieda, Ph. D.
Instituto Nacional de Salud,
Bogota, Colombia

Carolina Acosta

Ciencias Biomédicas

Luis Fernando Garcia, M.D., M. Sc.
Profesor emérito, Universidad de Antioquia,
Medellin, Colombia

Gustavo Adolfo Vallejo, Ph. D.
Universidad del Tolima, Ibagué, Colombia

Juanita Angel, Ph. D.
Pontificia Universidad Javeriana, Bogota, Colombia

Manuel Franco, Ph. D.
Pontificia Universidad Javeriana, Bogota, Colombia

Alberto Gémez, Ph. D.
Pontificia Universidad Javeriana, Bogota, Colombia

John Mario Gonzalez, Ph. D.
Universidad de los Andes, Bogota, Colombia

Gloria Patricia Cardona Gomez, Ph. D.
Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia

Angela Restrepo Moreno, Ph. D.
Corporacion para Investigaciones Biologicas,
Medellin, Colombia

Helena Groot de Restrepo
Universidad de los Andes, Bogota, Colombia

Grupo de apoyo

Marta Renza, correctora de estilo
Johanna Morales, diagramadora
Bibiana Dimate, Publindex
César Moreno

Ciencias del Comportamiento

Guillermo Paramo, M.Sc.
Universidad Central, Bogota, Colombia

Rubén Ardila, Ph. D.
Universidad Nacional de Colombia, Bogota, Colombia

Ana Maria Groot de Mahecha
Universidad Nacional de Colombia, Bogota, Colombia

Ciencias Fisicas

Pedro Fernandez de Cordoba, Ph. D.
Universidad Politécnica de Valencia, Espafia

Didgenes Campos Romero, Dr. rer. nat.
Universidad Nacional de Colombia, Bogota, Colombia

Roman Eduardo Castafieda, Dr. rer. nat.
Universidad Nacional, Medellin, Colombia

Maria Elena Gomez, Ph. D.
Universidad del Valle, Cali

Gabriel Téllez, Ph. D.
Universidad de los Andes, Bogota, Colombia

Jairo Roa-Rojas, Ph. D.
Universidad Nacional de Colombia, Bogota, Colombia


https://orcid.org/0000-0002-5343-0050
https://orcid.org/0000-0001-7354-3311
https://orcid.org/0000-0002-0347-7280
https://orcid.org/0000-0003-1990-3990
https://orcid.org/0000-0002-1805-3958
https://orcid.org/0000-0002-1073-8012
https://orcid.org/0000-0002-6357-260X
https://orcid.org/0000-0002-5080-8492
https://orcid.org/0000-0003-1518-9603
https://orcid.org/0000-0002-9701-9140
https://orcid.org/0000-0001-6623-5337
https://orcid.org/0000-0002-0265-0563
https://orcid.org/0000-0002-5592-3844
https://orcid.org/0000-0001-6925-0620
https://orcid.org/0000-0002-3814-4494
https://orcid.org/0000-0003-2753-9463
https://orcid.org/0000-0002-9152-2175
https://orcid.org/0000-0001-5970-1598

Angela Stella Camacho Beltran, Dr. rer. nat.
Universidad de los Andes, Bogota, Colombia

Edgar Gonzalez, Ph. D.
Pontificia Universidad Javeriana, Bogota, Colombia

Guillermo Gonzalez, Ph. D.
Universidad Industrial de Santander,
Bucaramanga, Colombia

Carlos Duque

Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia
Ciencias Quimicas

Sonia Moreno Guaqueta, Ph. D.

Universidad Nacional de Colombia, Bogota, Colombia

Myriam Sanchez de Gomez, M.Sc.
Universidad Nacional de Colombia, Bogota, Colombia

Fernando Martinez, Docteur en Chimie
Universidad Industrial de Santander,
Bucaramanga, Colombia

Luis Fernando Echeverry, Ph. D.
Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia

Carmenza Duque Beltran
Universidad Nacional de Colombia, Bogota, Colombia

Ligia Sierra Garcia
Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia

Luz Marina Jaramillo Gomez
Universidad del Valle, Cali, Colombia

Ciencias Naturales

José Luis Fernandez Alonso, Doctor
Real Jardin Botanico, Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas, Madrid, Espaiia

Jaime Cantera, Doctorat d Etat
Universidad del Valle, Cali, Colombia

Gabriel Roldan, Dr. rer. nat.
Universidad Catélica de Oriente, Rionegro,
Antioquia, Colombia

Sandra Baena Garzon, Ph. D.
Pontificia Universidad Javeriana, Bogota, Colombia

Néstor Hernando Campos Campos, Dr. rer. nat.
Universidad Nacional de Colombia,
Sede Caribe, Colombia

Martha Patricia Ramirez Pinilla, Ph. D.
Universidad Industrial de Santander,
Bucaramanga, Colombia

Jairo Castafio-Zapata, Ph. D.
Universidad de Caldas, Manizales, Colombia

Juan Manuel Diaz Merlano, Ph. D.
Universidad Nacional de Colombia, Bogota, Colombia

Gerardo A. Aymard C, Ph. D.
Universidad Nacional de los Llanos Ezequiel Zamora,
Venezuela

Néstor Julio Garcia, Ph. D.
Pontificia Universidad Javeriana, Bogota, Colombia

Arturo Acero, Ph. D.
Universidad Nacional de Colombia,
Santa Marta, Colombia

Elizabeth Hodson
Pontificia Universidad Javeriana, Bogot4, Colombia

German Amat
Universidad Nacional de Colombia, Bogota, Colombia

John Donato
Universidad Nacional de Colombia, Bogota, Colombia

Martha R. Campos
Universidad Nacional de Colombia, Bogota, Colombia

Clara Inés Orozco
Universidad Nacional de Colombia, Bogota, Colombia

Carolina Romero
Herbarium, Missouri Botanical Garden, Estados Unidos

Eduardo Florez
Universidad Nacional de Colombia, Bogota, Colombia

Ciencias de la tierra

Carlos Alberto Vargas, Ph. D.
Universidad Nacional de Colombia, Bogota, Colombia

Carlos Alberto Jaramillo Mufioz, Ph. D.
Smithsonian Tropical Research Institute, Panama

José Daniel Pabon, Ph. D.
Universidad Nacional de Colombia, Bogot4, Colombia

Alexander Correa
Instituto de Geologia, Universidad Nacional
Auténoma de México, Mexico

Ligia Estela Urrego
Universidad Nacional, Medellin, Colombia

Camilo Montes
Universidad del Norte, Barranquilla, Colombia

German Bayona
Corporacion Geoldgica Ares, Bogota, Colombia

Hernando Duefias Jiménez
BIOSS SAS, Antioquia, Colombia

Matematicas

Jorge Ivan Cossio Betancur, Ph. D.
Universidad Nacional, Medellin, Colombia

Luis Espaiiol Gonzalez, Ph. D.
Universidad de la Rioja, Espafia

Luis Carlos Arboleda, Doctor
Universidad del Valle, Cali, Colombia

Clara Elena Sanchez
Universidad Nacional de Colombia, Bogota, Colombia

Fernando Zalamea Traba
Universidad Nacional de Colombia, Bogota, Colombia

Carlos Enrique Mejia
Universidad Nacional, Medellin, Colombia

Francisco Marcellan
Escuela Politécnica Superior, Madrid, Espafia


https://orcid.org/0000-0002-0182-7793
https://orcid.org/0000-0001-8338-6612
https://orcid.org/0000-0002-3111-1067
https://orcid.org/0000-0001-5315-4933
https://orcid.org/0000-0001-5639-2558
https://orcid.org/0000-0001-6194-744X
https://orcid.org/0000-0002-2801-4207
https://orcid.org/0000-0002-5027-9519
https://orcid.org/0000-0002-2801-4207
https://orcid.org/0000-0002-2616-5079
https://orcid.org/0000-0002-0012-1318
https://orcid.org/0000-0002-1278-2746
https://orcid.org/0000-0002-4441-0074
https://orcid.org/0000-0002-3553-0787
https://orcid.org/0000-0003-3860-5438
https://orcid.org/0000-0002-4933-0671
https://orcid.org/0000-0002-4933-0671
https://orcid.org/0000-0001-6111-8924
https://orcid.org/0000-0003-0444-1383
https://orcid.org/0000-0003-2044-5667
https://doi.org/10.18257/raccefyn.767 
https://orcid.org/0000-0003-4331-4475
https://orcid.org/0000-0002-9481-7534
https://orcid.org/0-000-0002-5931-4712
https://orcid.org/0000-0002-5185-6074
https://orcid.org/0000-0001-9238-3755
https://orcid.org/0000-0002-0902-9868
https://orcid.org/0000-0001-5555-4607
https://orcid.org/0000-0002-1701-480X
https://orcid.org/0000-0002-4010-298X
https://orcid.org/0000-0001-5490-6404
https://orcid.org/0000-0001-5377-9079
https://orcid.org/0000-0003-2510-3009
https://orcid.org/0000-0002-5921-6223
https://orcid.org/0000-0002-3070-3343
https://orcid.org/0000-0002-2026-6522
https://orcid.org/0000-0001-9405-0508
https://orcid.org/0000-0001-9384-0495
https://orcid.org/0000-0001-7099-9006
https://orcid.org/0000-0003-3103-3959
https://orcid.org/0000-0001-5805-9388
https://orcid.org/0000-0003-3382-2783
https://orcid.org/0000-0002-6637-9901
https://orcid.org/0000-0003-0959-6130

Comité cientifico internacional

Carlos Jiménez, Ph. D.
Universidad de La Coruiia, Espafia

Wolfgang Gieren, Ph. D.
Universidad de Concepcion, Chile

Alfonso Castro, Ph. D.
Harvey Mudd College,
Claremont, CA, EEUU

Rodolfo Castillo, Ph. D.
Fort Lauderdale, Florida, EEUU

José Rubens Pirani Ph. D.
Universidade de Sao Paulo, Brazil

Federico Ardila, Ph. D.
San Francisco State University, San
Francisco, CA, EEUU

Juan Alfredo Tirao, Ph. D.
Academia Nacional de Ciencias Cordoba,
Argentina

Pedro Romero, Ph. D.
Instituto Ludwig de la Universidad de
Lausana en Suiza

Ulrich Paessler, Ph. D.
Academia de Ciencias de Berlin-
Brandenburgo, RFA

Maria Sagrario Millan
Universidad Tecnologica de Tarrasa,
Espafia

Zbigniew Jaroszewicz

Centro de Fotonica Aplicada, Instituto
Tele y Radiotécnico, Instituto Nacional
de Telecomunicaciones, Polonia

José Luis Moran Lopez,

Doctor Rerum Naturalium
Academia Mexicana de Ciencias,
México

Jean-Pierre Galaup
Universidad de Paris Saclay, Francia

Helena Nader, Ph. D.
Academia Brasileira de Ciencias, Brasil

Roberto JJ Williams, Ph. D.
Academia Nacional de Ciencias Exactas,
Fisicas y Naturales, Argentina

Walter Fernandez Rojas, Ph. D.
Presidente Academia Nacional de
Ciencias, Costa Rica

Alex Held, Ph. D.
Commonwealth Scientific and Industrial
Research Organisation (CSIRO), Australia

Rafael Radi, M.D.
Academia de Ciencias de Uruguay

Resefiada en los siguientes indices nacionales e internacionales:

Actualidad Iberoamericana

Index Kewensis

Agris Latindex

Dialnet
EBSCO
Historia Mathematica

Periodicidad: trimestral
Fecha de inicio: 1936

Mathematical Reviews
MathSciNet (on line data base)
OCLC (Online Computer Library Center)

PERIODICA

Publindex, Colciencias
SciELO, Colombia
Zentralblatt fiir Mathematik
Zoological Record

Esta publicacion se ha financiado mediante la transferencia de recursos del Gobierno Nacional a
la Academia Colombiana de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales.

La Academia no es responsable de las opiniones aqui expresadas.

Reservados todos los derechos. El contenido de la presente publicacion no puede ser reproducido,
ni transmitido por ninglin procedimiento electrénico, mecanico, incluyendo fotocopia, grabacion
magnética, ni registrado por ningun sistema de recuperacion de informacion, en ninguna forma, ni
por ningun medio, sin la previa autorizacion por escrito del titular de los derechos de explotacion
de la misma.

Cualquier forma de reproduccion, distribucion, comunicacioén publica o transformacion de esta
obra solo puede ser realizada con la autorizacion previa de la Academia Colombiana de Ciencias
Exactas Fisicas y Naturales.

Academia Colombiana de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales
Cra. 28 A no. 39A - 63 Bogota D.C., Colombia, CP 111311 ® PBX: +57(1)555-0470
Sitio web: www.raccefyn.co ® Correo electronico: revista@accefyn.org.co



https://orcid.org/0000-0003-2628-303X
https://orcid.org/0000-0003-1405-9954
https://orcid.org/0000-0002-4129-5752
https://orcid.org/0000-0003-0010-1939
https://orcid.org/0000-0001-7984-4457
https://orcid.org/0000-0001-6882-0345
https://orcid.org/0000-0002-9688-2882
https://orcid.org/0000-0003-1011-6261
https://orcid.org/0000-0001-6950-2373
https://orcid.org/0000-0001-8426-2814
https://orcid.org/0000-0001-9459-5567
https://orcid.org/0000-0003-1472-4264
https://orcid.org/0000-0002-7569-2166
https://orcid.org/0000-0002-1114-1875
https://orcid.org/0000-0001-9730-3507
https://orcid.org/0000-0001-5329-5410
https://orcid.org/0000-0001-6313-3028

Homenaje
al General
Francisco de

Paula Santander
Homage to General
Francisco de Paula
Santander

Ciencias
Biomédicas
Biomedical Sciences

Ciencias
Fisicas
Physical Sciences

Ciencias

Naturales
Natural Sciences

ISSN 0370-3908
eISSN 2382-4980

REVISTA DE LA

ACADEMIA COLOMBIANA

de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales

Vol. 44 « Numero 172 * Pags. 679-904 ¢ Julio - Septiembre de 2020 * Bogota - Colombia

Contenido - Contents

Editorial
Francisco de Paula Santander (1792-1840)

ERFIQUE FOT@FO ...ttt ettt ettt et et st

La comision cientifica permanente y la Academia Nacional de Colombia @3

The Permanent Scientific Commission and the National Academy of Colombia

SAntiago DIAZ-PICAYANITQA ..............cccovevuevieiiiiiieiiitieiieieietesie ettt ettt et sseese et teessesse st e sesbesseeseeseees

Encuentros de Francisco de Paula Santander con Alexander von Humboldt y
otros cientificos en Berlin y Paris: 1830

Meetings of Francisco de Paula Santander with Alexander von Humboldt and
other scientists in Berlin and Paris: 1830

AlIberto GOMeEzZ-GUEIEITEZ, PRI FLS. ...........ooouee ettt e e

Vida de la Academia: Francisco de Paula Santander

Life of the Academy: Francisco de Paula Santander

OIYMPO MOFALES BENILEE ...ttt ettt

Genetic analysis of pre-Columbian human remains from Lower Magdalena suggests
a migratory route and matrilineal genetic continuity in Northern South America

Analisis genético de restos humanos precolombinos del Bajo Magdalena sugiere una
ruta migratoria y continuidad genética matrilineal en el norte de Suramérica

Maria Claudia Noguera-Santamaria, Javier Rivera-Sandoval, Juan Guillermo Martin,
Ignacio Briceiio-Balcdzar, Alberto GOMEz-GULIETTEZ ...........c.ccuevuevueruiiiiiiiiieieeee ettt

Estudio del semiconductor magnético ZnO dopado con Fe obtenido por aleamiento mecanico

Study of the magnetic semiconductor of the Fe-doped ZnO system obtained by mechanical alloy

LiGiO E. ZAMOFQ ...ttt

The genetic structure of Pristimantis latro (Anura: Craugastoridae)

mirrors traits of their life history

La estructura genética de Pristimantis latro (Anura: Craugastoridae)

refleja rasgos de su historia de vida

Gilcilene Santana-Cornélio, Elciomar Araiijo-de-Oliveira, Keila Magalhdes-Xavier,
Gabriela Wemilly Barros-da-Silva, Isadora-Franga, Luis Reginaldo Ribeiro Rodrigues,

Emil JOSE HEFNANACZ-RUZ ...........c..oocooeeeeeeieeeeeeeeee e

693



Ciencias

Naturales
Natural Sciences

Ciencias
Quimicas
Chemical Sciences

Densidad poblacional de la guacharaca colombiana (Ortalis columbiana) en un
fragmento de bosque subandino en el Valle del Cauca, Colombia

Ortalis columbiana population density in a sub-Andean forest fragment in Valle
del Cauca, Colombia

Néstor Javier RONCANCIO-DUGUE ...............c.cccooeeeiieiieieeiee ettt ettt ettt esaesaaesseesaeenseesneenns

In vitro effect of four fungicides on Colletotrichum gloeosporioides causing anthracnosis
on the Red Globe grape variety

Efecto in vitro de cuatro fungicidas sobre Colletotrichum gloeosporioides,
causante de la antracnosis de la uva variedad Red Globe

Silvia Patricia Lopez-Zapata, Jairo CASIATO-ZAPALA .............cccoeeeeeeeeiiniiiiiiieiieieeeeeseeee et

Isolation and characterization of 17 polymorphic microsatellite loci for a sea urchin
(Echinometra lucunter: Echinometridae)

Aislamiento y caracterizacion de 17 microsatélites polimoérficos en un erizo de mar
(Echinometra lucunter: Echinometridae)

Milena Benavides-Serrato, Yully Fernanda Contreras-Rueda, Lina M. Barrios-Gardelis,
Graeme Fox, Thomas D. Hughes, Néstor Hernando Campos-Campos, Richard Preziosi .........................

El Instituto de Ciencias Naturales (1936-2019): de la historia natural al conocimiento
de la biodiversidad en Colombia

The Colombian Instituto de Ciencias Naturales (1936-2019): From the natural history to
the knowledge on the biodiversity in Colombia

Germdan Amat-Garcia, Jaime AGUITTe-CebDallOs ............cccoooviieiiiiiiiiieieieieeee ettt

Propagacion de Espeletiopsis corymbosa, Espeletia barclayana, Espeletia summapacis
y Espeletia killipii en condiciones de invernadero

Propagation of Espeletiopsis corymbosa, Espeletia barclayana, Espeletia summapacis,
and Espeletia killipii in greenhouse conditions

Caroling Mancipe-MUTTIIO .............ccccooiiiiiiiiieieeeee ettt

Evaluacion de residuos de cascaras de papa como sustrato para la produccion de
amilasas a partir de Bacillus amyloliquefaciens A16

Evaluation of potato peel wastes to produce amylases from Bacillus amyloliquefaciens A16
Etna Milena Sanchez-Castelblanco, Juan Pablo Heredia-Martin .............c..oooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenn

Pyrolysis system to obtain carbonaceous material from rice husk used as a precursor
Sistema de pirolisis para obtener material carbonoso a partir de la cascarilla de arroz como precursor

Javier R. Castro-Ladino, Ana B. Vacca-Casanova, Carlos A. Cuy-HOYOS ..........cccoccovcireciiiiniciniineneenn.

Extraccion selectiva de oro mediante membranas basadas en un nuevo material polimérico
con sitios activos complejantes

Selective gold extraction using membranes based on a new polymeric material
with complex active sites

Carmen Lucia Lopez-Solis, Denis Gabriel Cordoba-Jiménez, German Cuervo-Ochoa,
Jaime Martin-Franco, Tania Milena GUIierrez-ValernCia ...........ccc.ooueeoueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e

Validation of an analytical method by GC-FID for the quantification of styrene
and a-methylstyrene

Validacion de un método analitico por GC-FID para la cuantificacion de estireno
y a-metilestireno

Brayan David Verdugo-Torres, Jairo Antonio Cubillo-Lobo, Hugo Alfonso Rojas-Sarmiento ....................



Ciencias
Quimicas
Chemical Sciences

Ciencias

de la Tierra
Earth Sciences

Rapid electrochemical detection of Staphylococcus aureus based on screen-printed gold
electrodes modified with cysteine and Guinea grass (Panicum maximum) peroxidase

Método electroquimico para la deteccion rapida de Staphylococcus aureus en cultivos por electrodos
serigrafiados de oro modificados con cisteina y peroxidasa de pasto Guinea (Panicum maximum)

Paula Guarin, Jonatan Cristancho, JOINn J. CAStillo ..........ccoooueueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 835

Comparacion de la composicién y de la actividad antioxidante del aceite esencial de
manzanilla (Matricaria chamomilla 1.) obtenido mediante extraccion con fluidos
supercriticos y otras técnicas verdes

Comparison of the composition and antioxidant activity of the chamomile essential oil
(Matricaria chamomilla L.) obtained by supercritical fluids extraction and other green techniques

Maria Camila Melo-Guerrero, Daniel Esteban Ortiz-Jurado,
Andrés Mauricio Hurtado-Benavides .......................cccouveoeieeeiieieeie e 845

On the general circulation of the atmosphere around Colombia
Circulacion general de la atmosfera alrededor de Colombia

Oscar José Mesa-Sanchez, Julian David ROjO-Hernandez ................ccoccociviiioeiiiiiieecesiseeceeens 857

Sillimanita en esquistos y cuarcitas de los Esquistos del Silgara en el cerro La Ventana,
macizo de Santander, Colombia: implicaciones petrologicas

Sillimanite in schists and quartzites of the Silgara Schits Unit in Cerro La Ventana in the
Santander Massif, Colombia: petrological implications

Carlos Alberto Garcia-Ramirez, Maria Paula Rey-Roman, José Jaime Martinez-Vertel ........................... 876

Enfoque y alcance
FOCUS AN SCOPE ....vvietiiiiicit ettt ettt ettt ettt e ae et e st e st et e b e ebeeseeseesaeseessessensensesenseeseenas 892

Ensayo /Assay @9 Articulo de revision / Review article Articulo original / Original article



Rev. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat. 44(172):685, julio-septiembre de 2020

Nuestra portada

Homenaje al General
Francisco de Paula
Santander

Vol. 44 « Numero 172  Julio-Septiembre
de 2020 « Bogota - Colombia

Composicion de Antonio Rodriguez, grabador espaiiol, en: Urdaneta, Alberto.
Papel Periodico Ilustrado, No. 3, Aiio I, 1 de octubre de 1881, p. 37. Efigie
a partir del medallon elaborado en 1830 por el artista Pierre-Jean David,
llamado “David D’Angers”, escultor y medallista francés que retrataba en
Paris a grandes personajes, especialmente a los académicos franceses.

Santander registr6 asi el encuentro en su diario: “Marzo 5. Visitamos los
Acostas, Santamaria, el general Moran y yo el taller del famoso escultor
David, miembro del Instituto; estaba concluyendo la estatua en cuerpo entero
del general Foy; vimos las del obispo Gregoire, de Fenelon, de Lafayette
[...]. David me hizo mil cumplimientos diciéndome que haria mi estatua
porque se complacia en trabajar las de los grandes hombres [...]”. Casi tres
meses después, la obra estaba concluida — “Mayo 30. Escribi a David dandole
las gracias por haber hecho mi busto en bronce y habérmelo regalado” —, y
Santander se ocupd en reproducirla: “Julio 7. Pagué cuatro bustos de yeso
que hice hacer para el busto de bronce de David, de Paris, y le regalé uno a
Joaquin Acosta”. Véase: Moreno de Angel, Pilar y Horacio Rodriguez Plata.
Santander. Su iconografia. Bogota: Litografia Arco, 1984, p. 133.
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Editorial

Francisco de Paula Santander (1792-1840)

La Academia Colombiana de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales conmemora este afio los
180 afios del fallecimiento del General Francisco de Paula Santander, acaecido en Bogota el
6 de mayo de 1840. La Academia busca, a través de sus acciones, mantener vivo el legado,
la vision y el ideario del General Francisco de Paula Santander, considerando que tiene sus
origenes remotos en la Academia Nacional de Colombia y en la Academia Nacional de la
Nueva Granada; asi mismo, reafirma en su dia a dia la importancia de la educacion y de la
ciencia para el desarrollo del pais, preceptos fundamentales de los gobiernos de Santander.

El recorrido del General Santander por las paginas de la historia de nuestra nacion
es simplemente sorprendente. Desde que adelant6 estudios en el Colegio Mayor de San
Bartolomé, institucion educativa a la que ingresé el 17 de agosto de 1805 cuando tenia
trece afios de edad, hizo gala de sus dotes de liderazgo. En 1806, con catorce afios, fue
conciliario del Colegio, y en 1807 ya era secretario de la Junta Conciliar. En 1808 obtuvo
el titulo de Bachiller que le fue otorgado por la Universidad de Santo Tomas, encargada de
entregar estos titulos en esa época (Moreno de Angel, 2019).

E126 de octubre de 1810 ingreso al servicio militar, y ya con 18 afios tuvo que enfrentar
los rigores de la guerra. Su participacion en la gesta libertadora lo llevo al oriente del pais,
donde tuvo acciones importantes que lo condujeron a reunirse con Simén Bolivar, quien le
confio el cargo de Comandante del Ejército de Vanguardia.

José Asuncion Sudrez Nifio (inéd.) describe con lujo de detalles la campafia que
le permitié al General Santander lograr la primera y definitiva gran victoria del ejército
patriota en el lugar conocido como Trincherén de Paya, o Termoépilas de Paya, el 27 de
junio de 1819, abriendo el camino para los triunfos posteriores en el Pantano de Vargas y el
Puente de Boyaca. Para él, Santander era “gran conocedor de tactica, logistica y estrategia,
materias que puso en practica como conductor de la victoria final”. Ocampo Lopez (1992)
se refiere a él como “el Organizador de la Victoria”.

Santander abandoné su condicion de militar y, ya como Vicepresidente de Cundi-
namarca designado durante el Congreso de Angostura el 17 de diciembre de 1819, se
convirtié en “el hombre de las leyes”, creando la institucionalidad tan necesaria para
consolidar la nueva nacion. Es entonces cuando, en una proclama del 2 de diciembre de
1921, expresa: “Las armas os han dado la independencia, las leyes os daran la libertad”.

Su actividad politica y de “arquitecto de la naciéon” constituyen una segunda etapa
en la vida del General, en la que trabajo sin descanso administrando los recursos que
permitieron la liberacién de Venezuela, y organizando la hacienda publica, las relaciones
exteriores y la educacion publica (Ocampo Lépez, 1992).

Son sus reformas educativas y su fuerte conviccion de la importancia de la ciencia
para “desarrollar la civilizacion intelectual, industrial y politica”, las que constituyen una
tercera etapa en el recorrido del General por la historia del pais, y lo convierten en el faro
que inspira los objetivos y prioridades de la Academia Colombiana de Ciencias Exactas,
Fisicas y Naturales.

El General Santander, siendo un joven de 30 afios, llevo a cabo la reforma educativa
mas importante y revolucionaria de su época, y una de las mas sobresalientes en toda la
historia de nuestro pais. La reforma buscaba, entre otras cosas, que la ensefianza fuera
mas moderna, y que tuviera en cuenta los avances que se estaban dando en Europa. Segiin
Santander: “sin un buen sistema de educacion publica y ensefianza nacional, no puede
difundirse la moral publica y todos los conocimientos utiles que hacen prosperar a los
pueblos”. “El triunfo sobre la ignorancia es muy brillante y glorioso y prepara la felicidad
de los pueblos que cuando mas ilustrados, conocen mejor sus derechos y se hacen mas
dignos de su libertad” (Ocampo Lépez, 1992).
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Figura 1. Monumento a Santander
en el patio central de la Universi-
dad de Cartagena.

Con gran vision, oriento la reforma al mejoramiento de la educacion a todos los niveles,
insistiendo, por ejemplo, en que la educacion deberia ser para todos los nifios sin distincion
de clases sociales. El plan incluia la decision de “establecer una escuela en cada distrito
o0 parroquia, y en cada cuerpo del ejército, una escuela de gramatica en cada cabecera de
Cantdn, un colegio en cada provincia y una universidad en cada departamento” (Quintero
Esquivel, 2017). Los departamentos eran, naturalmente, Caracas, Cundinamarca y Quito.

Para cumplirlo, en primer lugar concentré esfuerzos junto con José Manuel Restrepo,
Secretario del Interior, en el establecimiento de colegios en practicamente toda la republica.
Segun informacion contenida en la obra Santander (Moreno de Angel, 2019), ésta campana
educativa comenzo con la creacion del Colegio de Boyacd, Tunja, el 17 de mayo de 1822,
y se complement6 asi: Escuela Nautica de Cartagena, junio de 1822; Colegio de Antioquia
en Medellin, 9 de octubre de 1822, que dio origen a la Universidad de Antioquia; Colegio
San Simén en Ibagué, 21 de diciembre de 1822; Colegio Santa Librada en Cali, 29 de
enero de 1823; Seminario o casa de educacion en Pamplona, 6 de marzo de 1823; Casa
de la Educacion, Valencia, Venezuela, 15 de abril de 1823; Casa de la Educacion, Trujillo,
Venezuela, 3 de junio de 1823; Casa de la Educacion, Tocuyd, Venezuela, 10 de septiembre
de 1823; Colegio del Itsmo, Panama, 6 de octubre de 1823; Casa de Estudios, Ocaiia; 17
de mayo de 1824; Colegio San José en Guanenta en San Gil, 22 de mayo de 1824; Casa
de la Educacion, Vélez, 7 de julio de 1824; Colegio de Cumana, Venezuela, 27 de octubre
de 1824; Colegio de Cartagena, 8 de noviembre de 1824; Casa de la Educacion, Guanare,
Venezuela, 16 de mayo de 1825; Colegio del Socorro, 15 de enero de 1826; Colegio de
Pasto, 2 de junio de 1827. También hay datos de la creacion de colegios en Guayaquil
(Colegio San Ignacio), Guayana, Mompos y Mérida. Adicionalmente creo6 el Colegio de
la Merced en Bogotd, dedicado a la educacion basica femenina (Diaz-Piedrahita, 2012).

La reforma educativa se extendio al nivel universitario. En 1820 divulgé un plan transi-
torio para el Estado de Cundinamarca, que respetaba en buena medida la tradicion educativa
basada en la filosofia escolastica, y era bastante conciliador con las autoridades eclesiasticas.

El Nuevo Plan de Estudios, promulgado en 1826, dio origen a una fuerte polémica,
principalmente por el hecho de que instituia el Tratado de legislacion civil y penal de
Jeremias Bentham, como obra de estudio obligatorio en las facultades de Jurisprudencia.
El “utilitarismo” de Bentham era considerado como una “doctrina perniciosa para la
formacion de la juventud”. Quintero Esquivel (2017) incluy6 en su articulo sobre “El
proyecto ilustrado de Santander y la fundacion de la Universidad del Cauca” tanto el
contenido del plan transitorio de 1820 como el del nuevo plan de 1826.

Fue 1826 el afio de creacion de la Universidad Central con sedes en Caracas, Bogota
y Quito (Ley del 28 de marzo de 1826 y Decreto del 3 de octubre del mismo afio). La
sede de Bogota fue inaugurada el 25 de diciembre. La Universidad de Santo Tomas,
de los Padres Dominicos, fue suspendida y remplazada por la Universidad Central de
Bogota, lo cual origin6 un serio conflicto. Ademas, la mayor parte de las catedras que
se dictaban en los colegios de San Bartolomé y el Rosario se trasladd a la Universidad
Central, que pas6 a depender del Estado, convirtiéndose en la primera universidad publica
del pais. Personajes tan prestantes de la vida colombiana como los doctores José Félix
Patifio y Fernando Sanchez Torres, médicos y exrectores de la Universidad Nacional de
Colombia, entre muchos otros, consideran a la Universidad Central como el origen de la
actual Universidad Nacional de Colombia, y a Santander y sus colaboradores como sus
verdaderos precursores.

El 24 de abril de 1827 se crearon las universidades de Popayan y Cartagena (Figura 1).

Lamentablemente, la oposicion de los enemigos de Santander, y de la iglesia, sumados
al atentado del 25 de septiembre de 1828, llevaron a Bolivar a cancelar la estructura liberal
que le habia dado Santander a la educaciodn, y retroceder a la estructura colonial, a través de
una circular con fecha 20 de octubre de 1828, y de un decreto que devolvid los colegios de
San Bartolomé y el Rosario al estado que tenian en octubre de 1826, y se derogaron todas
las disposiciones de la ley del 18 de marzo y el decreto del 3 de octubre de 1826. (Moreno
de Angel, 2019).
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Ademas de su interés por la educacion, Santander procurd retomar el trabajo de la
Expedicion Botanica de José Celestino Mutis, convencido como estaba de la necesidad
de conocer el territorio nacional desde diversas perspectivas. Pare ello, cre6 en 1823 la
Mision Cientifica Permanente, también conocida como Mision Zea, ya que puso al frente
de esa empresa a Don Francisco Antonio Zea. El objeto era traer de Europa a un grupo de
cientificos para que estudiaran nuestros recursos naturales.

Por otra parte, su interés en la ciencia como motor de desarrollo lo llevd a crear, en
su condicion de Vicepresidente, la Academia Nacional de Colombia segun la Ley del 18
de marzo de 1826. Habiendo sido elegido Presidente en 1832, establecid la Academia
Nacional de la Nueva Granada a través del Decreto Ejecutivo de 15 de noviembre de 1832,
basado en la Ley del 18 de marzo de 1826. La instalacion de esta nueva Academia tuvo
lugar el 6 de enero de 1833 en el Palacio de Gobierno. bajo la presidencia de Santander.

La Academia Colombiana de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales tiene pues sus
origenes remotos en las dos Academias creadas por el General Santander. Mi condicion de
Presidente de la Academia en el momento de conmemorar los 180 afios de su fallecimiento
me llena de orgullo, pues guardo por ¢l un profundo sentimiento de admiracion que me
acompafia desde mi juventud. Nunca imaginé que un dia podria expresar estas sensaciones
en un momento tan especial.

La Academia honra en diversas formas la memoria de quien ha sido reconocido
por los historiadores como “el organizador de la victoria”, “el hombre de las leyes”, “el
arquitecto de la nacion” y “el fundador de la educacion publica en Colombia”. A todas
estas distinciones se puede agregar sin lugar a duda la de “el primer impulsor de la ciencia
como motor de desarrollo”.

Por esto, la Academia establecio en el afio 2018 la condecoracion Medalla General
Francisco de Paula Santander, que ha sido entregada a personas que de una forma u
otra han mantenido vivo su legado. Adicionalmente, para cumplir un compromiso con la
Vicepresidencia de la Reptblica dentro de los actos del bicentenario de la independencia
nacional, se realizo una sesion especial en la Academia el dia 27 de junio de 2019, cuando
se celebraban 200 afios de la batalla del Trincheron de Paya. Ese mismo jueves 27 de
junio de 2019 tuvo lugar el acto mas significativo en la historia reciente de la Academia en
relacion con el General, al entronizar su imagen en el recinto de la institucion (Figura 2).

Figura 2. Francisco de Paula Santander - 1914. Ricardo Acevedo Bernal (Bogota, 1867 - Civitavecchia,
Italia; 1930).
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La Junta Directiva, en una de sus reuniones de 2019, resolvidé por iniciativa del
Académico Horacio Torres, que el afio 2020 fuera el “Afio Santander”. Y se acordd en
diversas instancias tales como la Junta misma y el Grupo de Historia y Filosofia de Ciencia,
que habria varias actividades en las que se recordaria a Santander al cumplirse 180 afios
de su fallecimiento. Estas incluian ciclos de conferencias, un ntimero de la revista y la
Sesion Solemne Estatutaria del mes de agosto dedicada a su memoria. Aunque por diversas
razones fue preciso desistir de los ciclos de conferencias, se habia pensado realizar algunas
actividades en los Capitulos de la Academia, lo cual se vio frustrado por la emergencia
sanitaria. La sesion solemne estatutaria programada en homenaje a su vida, a su legado
y, sobre todo, a su vision sobre la importancia de la educacion y la ciencia para el futuro
del pais, efectivamente se realizo en forma virtual y con bastante éxito el miércoles 19 de
agosto de 2020.

La Academia de los albores del Siglo XXI tiene como su objeto el desarrollo de las
ciencias exactas, fisicas y naturales, sus aplicaciones y su ensefianza. Para cumplirlo, la
Academia fomenta y apoya la investigacion cientifica, orienta a la sociedad en temas de
interés nacional, contribuye a la divulgacion y a la apropiacion de la ciencia como elemento
de cultura y desarrollo econdmico y social, y coopera en el mejoramiento de la ensefianza
en los distintos niveles de la educacion.

Tomando prestadas las palabras de la nota editorial del volumen 18, nimero 70 de
la Revista de la Academia, escrita con ocasion de la celebracion de los 200 afios del
nacimiento de Santander (2 de abril de 1792 - 2 de abril de 1992), la institucidn “sigue bajo
los derroteros que le sefialara su fundador, el General Francisco de Paula Santander, y que
ratificaran sucesivamente quienes la han reorganizado y revitalizado a lo largo de 194 afios,
garantizando su vigencia”.
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Ensayo

La Comision Cientifica Permanente y La Academia Nacional
de Colombia!

Santiago Diaz-Piedrahita

Un primer intento por revivir los ideales de la Expedicion Boténica ocurrié durante
la primera gestion del general Francisco de Paula Santander; entonces se conformo la
Comision Cientifica Permanente, mas conocida como Mision Zea, la cual habia sido
creada mediante decreto del 22 de julio de 1823 y protocolizada mediante decreto del
28 de julio de ese afio. Esta empresa debia trabajar en armonia con la recién creada
Universidad Central. Para lograr una verdadera eficiencia, los centros universitarios debian
contar con el apoyo de institutos de investigacién y para cumplir ese proposito se busco
estimular el desarrollo cientifico retomando los ideales de la Expedicion Botanica; para
ello se puso en marcha la Mision que tenia como finalidad la de contratar en Europa varios
cientificos para que estableciesen en el pais un museo de ciencias naturales y una escuela
de minas; paralelamente debian organizar las catedras de mineralogia, geologia, quimica
general, quimica aplicada, anatomia comparada, zoologia, botanica, agricultura, dibujo,
matematicas, fisica y astronomia. La Mision estuvo integrada por cuatro naturalistas
franceses y por uno peruano con formacion europea. Se trataba del quimico Jean-Baptiste
Boussingault, quien impartiria las catedras de quimica y mineralogia; del médico y
naturalista Frangois-Desiré Roulin, responsable de las catedras de fisiologia y anatomia
comparada; de los auxiliares Jacques Bourdon y [Justin]-Marie Goudot, preparadores y
taxidermistas entrenados en el Museo de Historia Natural de Paris, y del también quimico
e ingeniero de minas Mariano Rivero, futuro director de la Escuela de Minas y encargado
de la organizacion del museo.

Los contratos que preveian la conformacion de una biblioteca especializada en cien-
cias naturales, la adquisicion de los instrumentos necesarios para adelantar las tareas
docentes y de investigacion, y la dotacion del laboratorio de quimica, fueron aprobados en
mayo de 1822. El grupo de cientificos lleg6 al pais hacia finales del afio, pero debido a las
trabas burocraticas sus integrantes solo iniciaron las tareas propias de su profesion y del
compromiso contraido varios meses después. A causa del incumplimiento del gobierno,
que apenas firmé el decreto pertinente en 1823, estos cientificos terminaron dedicandose a
otras actividades con el fin de sobrevivir. Por desidia administrativa se perdio la oportunidad
de que tanto en los laboratorios como en las aulas de la Universidad Central se formara
académicamente una generacion de estudiosos bajo la tutela de catedraticos idoneos. La
universidad y el museo lograron un desarrollo incipiente que se vio interrumpido por la
agitacion politica y por los hechos de septiembre de 1828.

En 1826 se establecié la Academia Nacional de Colombia, un cuerpo integrado por
21 personalidades de Colombia y Venezuela. De acuerdo con las normas prescritas, eran
8. La nomina correspondiente aparece en la Gaceta de Colombia No. 266 de 1826. Las
funciones de la Academia eran las de establecer, fomentar y propagar el conocimiento
y perfeccion de las artes, de las letras, de las ciencias naturales y exactas y de la moral
y de la politica.? El acto de instalacion se realizd el 25 de diciembre, en presencia de

! Tomado de: Diaz-Piedrahita, Santiago. “Antecedentes de la Academia Colombiana de Ciencias
Exactas, Fisicas y Naturales”. En: Forero Gonzalez, Enrique y Santiago Diaz-Piedrahita (eds.). La
Academia Colombiana de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales en los albores del siglo XXI. Bogota:
Academia Colombiana de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales, 2012, Volumen I, pp. 18-21.

2 En lineas generales, estos objetivos son los que cumplen en la actualidad las distintas entidades que
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José Manuel Restrepo quien ocupaba la Secretaria del Interior. La Academia fue presidida
por Félix Restrepo, y como secretario actudé Pedro Acevedo Tejada. La vida de esta cor-
poracion resulto efimera. La rebelion encabezada por José Antonio Paez en Venezuela, la
inoportunidad de proponer una Constitucion Bolivariana o de crear una Confederacion
Andina, la propuesta de modificar la Constitucion de Cucuta antes del plazo estipulado
en sus clausulas, la conspiracion septembrina, las presiones politicas y los demas hechos
que, en 1830, desembocaron en la disolucion de la Gran Colombia, dividieron la opinién
y, como resulta obvio, no fueron propicios para el desarrollo de una Academia. A pesar de
haber emprendido una transformacion politica y administrativa, la primera administracion
de Santander terminé en medio de una crisis politica.

Ademas de la inestabilidad politica, de las rivalidades regionales y de la falta de
recursos economicos, fue la carencia de una comunidad intelectual y cientifica madura, la
que impidi6 el desarrollo de la Academia Nacional. Por su parte la Universidad no alcanzo
el desarrollo esperado y la educacion superior sigui6 a cargo de los Colegios Mayores, en
tanto que la Comision Cientifica no produjo los frutos esperados.

Disuelta la Gran Colombia, se reorganizd el pais bajo el nombre de Republica de la
Nueva Granada y, una vez mas bajo los auspicios de Santander, quien habia asumido la
presidencia el 15 de noviembre de 1832, se establecio por decreto la Academia Nacional
de la Nueva Granada. La instalacion se produjo el 6 de enero de 1833; el acto correspon-
diente se celebro en el propio Palacio de Gobierno bajo la presidencia del general y con la
asistencia de catorce de sus veintiun integrantes.

El articulado de la norma constitutiva sefiala a la letra:

Articulo 1°. Se establece la Academia Nacional de la Nueva Granada con veintiin miembros, en
los términos prescritos por la ley de 18 de marzo de 1826 y para los objetos que ella determina.
Articulo 2°. Se nombraran miembros de la Academia Nacional:

1° A los granadinos que pertenecian a la Academia Nacional de Colombia, a saber: los sefiores
Vicente Azuero, Jos¢ Manuel Restrepo, Manuel Benito Rebollo, Jos¢ Maria del Castillo,
Francisco Soto, Jeronimo Torres, Santiago Arroyo, Pedro Gual, Francisco Vergara y Benedicto
Dominguez.

2° A los sefiores Joaquin Mosquera, Diego Fernando Gémez, Rufino Cuervo, Joaquin Acosta,
reverendo obispo de Santa Marta (José Maria Estévez), Joaquin Garcia, Lino de Pombo,
Manuel Maria Quijano, Juan Maria Céspedes, General Hilario Lopez y José Maria Triana.?

Entre otras ideas, el General Santander sefalé durante el acto de instalacion:

Sefiores,

La Patria os llama por el 6rgano del Gobierno a componer la Academia Nacional de la Nueva
Granada. Vuestra comision se contrae a establecer el imperio de la verdad en esta naciente
Republica, afianzarlo y conservarlo perpetuamente.

Vuestras luces y vuestro patriotismo me inspiran la mas fundada esperanza de que os dedicareis
asiduamente a corresponder el bello encargo que la Patria os confia. Ya que somos tan dichosos
de que algunos de nuestros primeros guias en la carrera de la Independencia y de la Libertad
escapasen del estrago general causado por la cuchilla espafiola, y de que la discordia civil
respetase los preciosos renuevos que 22 afios de sacrificios han fecundado, debemos marchar
con el siglo, concurriendo a comunicar a nuestros compatriotas las verdades ttiles, que hacen
desarrollar la civilizacion intelectual, industrial y politica.*

La vida de esta institucion, como la de su predecesora, fue fugaz; paulatinamente cayo
en la inoperancia por la falta de compromiso y desinterés de sus integrantes. La inestabi-
lidad politica afectd no sélo a la Academia sino a la Universidad. El anhelado desarrollo
cientifico y cultural seguia sin alcanzarse.

integran el Colegio Maximo de las Academias de Colombia, organismo creado en 1959.

3 Lopez Dominguez, Luis Horacio (comp.). Obra educativa de Santander: 1827-1835. Bogota:
Biblioteca de la Presidencia de la Republica, 1990, Tomo II, pp. 87-88.

4 Ibidem, pp 104-105.
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Con la organizacion de la Academia Nacional se tratd, infructuosamente, de dar vida
y dinamismo a los gabinetes de historia natural, al Museo Nacional y al Observatorio
Astronomico, entidades que debian de servir de apoyo a la Universidad y a la propia
Academia. Santander habia procurado modernizar la ensefianza y reducir el poder de la
Iglesia Catdlica en el terreno educativo. Entre 1839 y 1841 se produjo la llamada Guerra de
los Supremos, y el gobierno presidido por Pedro Alcantara Herran dio un claro viraje hacia
la derecha, cambio ideologico defendido arduamente por Mariano Ospina Rodriguez, quien
se desempefiaba como Secretario del Interior. En 1844 Ospina invito a los jesuitas a regresar
al pais y les solicité reasumiesen las tareas docentes. En forma paralela, la Universidad
Central fue desarticulada para dar paso a tres pequefias universidades de distrito facilmente
manejables. A Bogoté le correspondid la Universidad del Primer Distrito, donde al lado
de una estricta disciplina imperaba una ideologia claramente conservadora y religiosa que
poco favorecia el desarrollo de las ciencias basicas. Muchas asignaturas de los programas
fueron suprimidas por considerarse peligrosas en la formacion de la juventud.

Don Mariano traté de compaginar su ideologia con el fomento de las ciencias ttiles,
un tema que le preocupaba.’ Para él, como buen antioquefio, en el pais imperaba una
sociedad eminentemente agraria que se hallaba saturada de abogados, literatos, tedlogos
y generales, motivo por el cual los jovenes requerian nuevos horizontes; esa apertura a
los campos empresarial e industrial y minero se lograria través de una educacion mas
técnica y en campos mas practicos. Su plan de estudios buscaba formar hombres ttiles
y disminuir el nimero de abogados que, a su juicio, era excesivo, carecia de empleo
y entrababa la marcha politica de la Nacion. Por ello hacia énfasis en las matematicas
y las ciencias naturales, cuyo estudio debia anteceder al de la jurisprudencia. Pese a
los esfuerzos de sus organizadores, la Universidad siguié difundiendo un saber de tipo
escolastico sin llegarse a generar verdadera ciencia. Curiosamente, en este ambiente
académico aparentemente adverso, se formd una generacion de jévenes como Manuel
Murillo Toro, Santos Gutiérrez, Eustorgio Salgar y Francisco Javier Zaldua, entre otros,
que cambiaria temporalmente al pais al implantar politicas radicales totalmente opuestas
a las que habian aprendido en las aulas.

5 Al respecto puede verse Safford, Frank. El ideal de lo practico. El desafio de formar una elite
técnica y empresarial en Colombia. Bogota: Universidad Nacional - El Ancora Editores, 1989.
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Ensayo

Encuentros de Francisco de Paula Santander con Alexander
von Humboldt y otros cientificos en Berlin y Paris: 1830

Alberto Gomez-Gutiérrez

Francisco de Paula Santander arribd a Paris el miércoles 17 de febrero de 1830, un afio,
tres meses y dos dias después de sufrir traslados heteroclitos y estadias improvisadas en
medio de su destierro de Colombia,' iniciado en Bogota el 15 de noviembre de 1828 como
consecuencia de su ascendencia y estrecho vinculo con los conspiradores que atentaron
contra Simén Bolivar en el Palacio de San Carlos en la noche del jueves 25 de septiembre
de 1828:

Salimos [del poblado de (L)ouvres —Hotel Le Cheval Rouge—]* después de las siete, pagando
carisimo la posada y comida, y a las 10 y media llegamos a los arrabales de Paris, por un camino
poblado de alamedas y de pueblos y lleno de carruajes que iban y venian de esta capital. La
entrada es por el arrabal San Martin, el cual pasado, se llega a una puerta donde se registran los
carruajes; a mi me preguntd uno si tenia que declarar algo y, respondido negativamente, pasamos
inmediatamente. Tomamos el boulevard de los italianos y atravesamos por junto a la bolsa de los
mercaderes y llegamos al Hotel Boston, calle Vivienne,? el cual habia salido en suerte de cinco
que tiramos para saber a donde nos alojariamos. Me dieron un salon decente y dos camaras por
diez francos diarios, y los tomé sdlo por una semana. La lefia es cara y la comida a la carta no es
barata. Yo hice buscar un alojamiento mas barato y nada se realiz6.

Al dia siguiente, Santander se vio con “el sefior Pio Rengifo, colombiano”,* a quien

habia conocido en Bogota:

[M]e hizo muchos ofrecimientos y entre ellos dinero. Se encargd de buscarme un alojamiento.
Sali a dar un paseo y lo hice por el famoso edificio llamado Palais Royal, que merece ser
llamado famoso. Alli se encuentran tiendas de ropa, cafés, restaurantes, joyerias, etc. El patio
esta cubierto de alamedas y a un lado hay una fuente que tiene varios chorros de agua bastante
altos. En este palacio vive el duque de Orleans [...]. En los diarios he leido que continua la
insurreccion de Venezuela y que se ha ofrecido al presidente de los Estados Unidos de América
la medalla emitida para perpetuar la memoria de la salvaciéon de Bolivar, la noche del 25 de
septiembre de 1828.

El viernes 19 lo visitd Joaquin Acosta Pérez, quien se habia enterado por su amigo
Pio Rengifo y Diez de la Fuente (1799-1867) que el general Francisco de Paula Santander
habia llegado el miércoles 17 al Hotel Boston de la rue Vivienne. Acosta acudid con
José Domingo,’ su hermano mayor, y Vicente Concha Maldonado (1809-1830), a quien
Santander se refiri6 como su pariente.® Dice asi Santander en su Diario de viaje:

Febrero 19. Viernes: Joaquin Acosta, oficial colombiano, me ha visitado esta mafiana. Vive en la
rue de I’Ouest N.° 9. Estuvieron Domingo Acosta y Vicente Concha, mi pariente.”

Joaquin Acosta habia establecido previamente un estrecho vinculo en Paris con
Alexander von Humboldt, y este habia surgido afios atras en medio del viaje americano de
Humboldt y Bonpland, cuando estos viajeros pasaron por Guaduas entre Honda y Bogota,
y se alojaron en casa de los Acosta. Humboldt mismo se refirié a este antecedente en una
nota escrita a Joaquin Acosta en Paris a finales del mes de marzo de 1827:

Tendré el mas vivo placer en recibir al sefior Roche y 4 Domingo Acosta, cuya respetable familia
(hace siglos!) tuvo para mi tantas bondades. Venga & verme el sabado 4 las 8 y media, si esto no
lo molesta demasiado. Su adicto, Humboldt.?
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El Diario de viaje de Francisco de Paula Santander resulta particularmente util para
precisar quiénes habrian integrado en esos afios el circulo de exiliados y viajeros al que
Humboldt habia llamado ya “;nos colombiens!”” en una nota a Joaquin Acosta en el mes
de julio de 1826.° Ademas de los Acosta, Rengifo y Concha, Santander refiere, en orden
cronoldgico, sus encuentros con José Maria Salazar;'® Jeronimo Torres;!! Delgado;? el
general Herran;"® Roche, hijo de Pepa Dominguez; ' e/ cuiiado de Hurtado;'® Santamaria,
que estuvo de ministro en Méjico;'® Santiago Rodriguez, diputado en la convencion de
Ocaria;"" Palacios'® y Ezequiel Rojas.'® Pero con quien mas tiempo pasa Santander, ademas
de Pacho® y Juan y Pepe,?! sus compaiieros de viaje, es con Joaquin Acosta, con quien
visita museos, academias y diversos personajes de la ciencia y de la politica.

Una de estas visitas resulta muy significativa en el dominio de la ciencia. En efecto, el
lunes 1° de marzo, Santander registro en su Diario de viaje una visita excepcional:

1° - Lunes: Anoche estuve en la diversion de titeres y sombras chinescas, en el Palacio Real, por
no tener qué hacer. Vino Acosta (Joaquin) para ir a casa del general Lafayette, lo encontramos
y me hizo una acogida muy amable. Hablamos de las cosas de Colombia y de Bolivar. Quedé
de concurrir a las soirées de los martes. De alli fuimos a casa del sefior Jullien, luego entramos
al magnifico jardin del Luxemburgo mucho mas grande que el de las Tullerias y pasamos al
Instituto, donde presencié una sesion de la Academia de Ciencias, presidida por Girard fisico.
En ella vi a los siguientes miembros: La Croix, autor de una obra muy conocida de matematicas
(es cojo), a Fourier, matematico y secretario de la academia, Cuvier, también secretario, el
primer naturalista de Europa, Wardem autor de la estadistica de los Estados Unidos, Thénard,
y Chapsal ex-ministro del interior del tiempo de Napoledén, ambos quimicos afamados; Arago,
astronomo director del Observatorio, Freycinet, marino que ha dado vuelta al mundo; Puissant,
coronel geografo, Virey naturalista,. Desfontaines botanico, Mathieu, astronomo, Moreau de
Jonnes, estadistico, Brongniart, naturalista director de la fabrica de porcelana de Sevres, Biot,
fisico, el barén Portal, anatémico y Legendre, gedmetra. Yo fui presentado a Warden, a Arago,
a Puissant, a Brongniart; Wardem me llevé a la biblioteca donde esta la estatua de Voltaire
desnudo y sentado y los bustos de Franklin, Malesherbes, La Grange, Berthollet, Volney [...].

El sefior Arago quiso hacerme sentar en las sillas destinadas a los extranjeros ilustres que visitan
la Academia; me negué a ello. La sala de la Academia es grande: los académicos se sientan
formando elipse y en medio de ella: cada uno tiene tintero y papel por delante. La sesion se
abri6 dando cuenta de la correspondencia dirigida a la Academia y luego leyé una memoria un
miembro, para sostener el sistema nuevo que habia presentado, al cual se habia referido Cuvier.??

Dos semanas después, el sibado 13 de marzo, Santander sali6 a visitar la Ecole de
Commerce de Paris con Marc-Antoine Jullien (1775-1848), escritor revolucionario y
periodista parisino, fundador y redactor principal de la Revue encyclopédique a partir de
1819. Pero antes de pasar a la margen derecha del rio Sena que divide en dos la ciudad,
decidieron visitar “el Jardin del Rey o Jardin Botanico”, en donde les presentaron al
“naturalista [Geoffroy] de Saint-Hilaire, miembro de la Academia Real de Ciencias, el
cual hablé de la memoria que trabajaba contra la opinion de M. [Georges] Cuvier sobre la
analogia de la organizacion [anatomica] animal”.?

El miércoles 7 de abril, después de haber visitado en los primeros 15 dias de marzo el
Institut de France y luego lo que hoy se conoce como el Musée National d 'Histoire Naturelle,
altos referentes de la ciencia francesa, Santander hizo una tercera visita de importancia en
ese mismo dominio:

Fui con J[oaquin] Acosta al Observatorio a visitar al sefior Arago que tuvo la bondad de mostrar-
nos el establecimiento, hay en ¢l pocos instrumentos, pero los que hay son magnificos. Una luneta
ecuatorial que sigue el movimiento de las estrellas, un gran circulo, diferentes telescopios, agujas
de la ultima perfeccion y el famoso anteojo que sirve para determinar la meridiana. Hay modo de
conocer la electricidad de la atmosfera por medio de un hilo de plata que esta prendido de un pararrayo
y termometros enterrados para conocer el grado de calor de la tierra a 25 pies de profundidad. El
sefior Arago nos regald un anuario de longitudes. (En el Observatorio esté la sala llamada bureau des
longitudes) [...]. En otra sala del Observatorio estan los bustos de Laplace, La Grange, D’ Alembert,
Bréguet, La Condamine, Newton y la estatua de Dominique Cassini.?*
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Acosta, quien se habia conectado con la intelligentsia cientifica de Paris gracias a su
amistad con Humboldt, sali6 de viaje en el primer semestre de 1830 en hacia Londres con
Pio Rengifo. El general Santander, por su parte, partié a comienzos del mes de junio con
destino a Inglaterra, tras repetidas noticias —sucesivamente desvirtuadas— de la muerte de
Bolivar, quien por esos dias iba ya en camino hacia su ultimo suspiro en la quinta de San
Pedro Alejandrino en las afueras de Santa Marta el 17 de diciembre de ese mismo afio. Este
suceso abriria, antes de lo previsto, el espacio politico para el retorno de Santander y para
su posesion en la presidencia de Colombia a partir de 1832.

Antes de regresar a Colombia, Santander pasé nuevamente por Paris con varias
escalas previas incluyendo la capital alemana, en donde se encontré el martes 17 de agosto
con Humboldt. Este fue el primer encuentro de Santander con el prusiano, y se dio por
casualidad en medio de su visita a uno de los museos de esa ciudad. Al dia siguiente,
miércoles 18 de agosto, Humboldt visité a Santander y el general le devolvid la visita a
Humboldt el jueves 19 de esa misma semana. El sabado 21 Humboldt lo invitd nuevamente
para almorzar juntos el domingo:

(Me haria el honor, Sr. General, de venir a mi casa a almorzar mafiana domingo (a las nueve de
la mafiana) [...]. Mil tributos de admiracion y respeto. Alexander Humboldt.?

Santander reporta en su Diario de viaje que el encuentro tuvo efectivamente lugar, y
que ademas salieron a pasear por los jardines del rey:

Agosto 22. Domingo: Almorcé con Humboldt y habia alli 8 personas mas, todas las cuales eran
literatos con excepcion de un caballero florentino que pertenece a la corte de Toscana y viaja
en Alemania. Fuimos al parque de Charlottenburg, residencia del rey en la primavera, a media
milla de la ciudad.®

El sabado 28 de agosto Santander anota: “Me despedi por escrito del baron de
Humboldt, por estar en el campo con el rey”?. Pero esta no seria la Gltima vez que habria
un contacto entre el baron prusiano y el futuro presidente de la Nueva Granada antes de su
retorno a la patria. Se conserva evidencia impresa de una nota manuscrita que Humboldt
enviod a Santander en Paris, en la siguiente primavera, el martes 19 de abril de 1831:

No es sino por haber refundido durante varios dias la amable nota de S[u] E[xcelencia] el
Sefior General Santander que el Sefior de Humboldt tardo en ofrecerle su afectuoso homenaje,
proponiéndole de honrarle con su visita el Jueves a las cinco horas. El Sr de H[umboldt] no
anoto la direccion del Sefior General.?®

El registro de este encuentro en el Diario de viaje de Santander, dice asi:

Jueves. He visitado a Humboldt, y aprueba mi resolucion de permanecer en Europa todavia. He
escrito sobre esto un articulo a los diarios de Paris. Con fecha 15 he dirigido una representacion
al congreso de Colombia pidiendo se publique mi causa y mi representacion a Bolivar enviada
de Bocachica.””

Francisco Evangelista Gonzélez. “F. de P. Santander”, miniatura (c. 1831). Tomado de Moreno de Angel,
Pilar y Horacio Rodriguez Plata. Santander. Su iconografia. Bogota: Litografia Arco, 1984, p. 82.
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En conclusion, con base en esta relacion de notas y encuentros cientificos y no cienti-

ficos de Francisco de Paula Santander en Paris y en Berlin, que podrian ser fuente de sucesi-
vos trabajos histdricos, se puede sustentar, por ejemplo, que Alexander von Humboldt,
después de haber recorrido la Nueva Granada entre 1800 y 1803 interactuando con decenas
de neogranadinos en aquellos dias, no solo siguié aconsejando a los nuevos cientificos
en ciernes —como Joaquin Acosta—, sino que se habia convertido también en esos dias en
oraculo politico de quienes ahora se llamaban colombianos y, en particular, de su maxima
autoridad en el exilio.

Notas al final

1

La secuencia de traslados y estadias registrada con los subtitulos correspondientes por Santander,
inicia con Diario de navegacion de Puerto Cabello a Hamburgo, luego su Llegada a Hamburgo
(15 de octubre de 1829) y Salida de Hamburgo (14 de diciembre de 1829), continuando con
las siguientes localidades: Hannover — Gottinga — Cassel — Marburg — Francfort del Mein —
Darmstad — Maguncia — Coblenza — Bonn — Colonia — Aquisgran — Francia-Paris — Paris
(febrero 17) — Salida de Paris en viaje a Inglaterra (4 de junio de 1830) — Inglaterra — Londres
— Brujas — Breda — Rotterdam - La Haya — Leyden — Haarlem — Amsterdam - Apreciaciones sobre
Holanda y los holandeses — Llegada a Hamburgo el 27 de julio de 1830 — Salida de Hamburgo el
14 de agosto — Prusia-Berlin — Berlin — Apreciaciones sobre Prusia — Sajonia-Dresde — Dresde
— Baviera — Nuremberg — Ratisbona — Munich — Tirol Aleman — Innsbruck — Tirol Italiano —
Trento — Italia — Reino Lombardo — Véneto — Verona — Mantua — Venecia — Padua — Estados
Pontificios — Ferrara — Bolonia — Toscana — Florencia — Roma y Estados Pontificios — Roma —
Pisa — Liorna — Lucca — Piamonte o Reino de Cerdeiia — Génova — Lombardia — Pavia — Milan —
Suiza — Lausana — Ginebra — Francia — Dijon — Paris — Inglaterra — Londres — York — Edimburgo
— Glasgow — Irlanda — Dublin — Banor — Liverpool — Manchester — Birmingham — Oxford —
Londres — Paris. En el afio 1831, registro su paso a América, asi: Estados Unidos — Nueva York
— Filadelfia — Baltimore — Washington — Observaciones sobre los Estados Unidos — Nueva York
— Pensilvania, en donde el diario termina abruptamente. Para acceder a una edicion digital del
Diario del general Francisco de Paula Santander en Europa y los EE. UU. 1829-1832, transcrita
y anotada para el Banco de la Republica en 1963 por Rafael Martinez Bricefio, véase: http://
babel.banrepcultural.org/cdm/ref/collection/p17054coll18/id/458. El presente texto tomara como
referencia bibliografica para las citas incluidas a partir del Diario, la edicion de Mario German
Romero titulada Santander en Europa. Diario de viaje 1829-1832. Bogota: Fundacion Francisco
de Paula Santander, 1989. Edicion digital: http://www.bdigital.unal.edu.co/7802/1/Santander_en__
Europa 1829-1832.html#4c

Esta poblacion estd registrada en la transcripcion del Diario de viaje de Francisco de Paula
Santander como “Douvres”, pero se refiere evidentemente a la poblacion de Louvres, a mitad de
camino entre Gournay —pueblo en donde pernoct6 el dia anterior—, y Paris. Véase Santander en
Europa. Diario de viaje 1829-1832, 1989, 1, p. 99.

El Hotel Boston estaba situado en el nimero 13 de la rue Vivienne. Simén Bolivar se habia
alojado en el namero 3 de esa misma calle (Hotel des Etrangers) en 1804 cuando, muy joven,
habia viajado a Paris tras la muerte de su esposa.

Pio Rengifo y Diez de la Fuente (1799-1867), politico y comerciante nacido en Cali, padre de Pio
Rengifo Martinez, doctorado en medicina en la Universidad de Paris en 1863, y especializado en
Alemania e Inglaterra. Una vez establecido en Bogota, en 1873, se vinculd a la recién fundada
Sociedad de Medicina y Ciencias Naturales que llegaria a convertirse en 1891 en la Academia
Nacional de Medicina. Rengifo Martinez fue catedratico en la Universidad Nacional y redactor
fundador de la Revista Médica de Bogota. En 1880 viajo a los Estados Unidos y se radic6 en
Nueva York, donde ejercid su profesion. Ibidem, p. 100.

Joaquin y José Domingo Acosta Pérez eran hijos de Jos¢ de Acosta Gaine (1745-1803), anfitrion
de Humboldt y Aimé Bonpland a su paso por Guaduas en 1801. José¢ de Acosta, inmigrante
espailol, agricultor y comerciante nombrado administrador de la Real Renta de Tabacos y demas
rentas estancadas, ademas de corregidor de Guaduas por el virrey Ezpeleta en 1789, habia casado
en segundas nupcias con Maria Soledad Pérez Marchan, con quien tuvo ocho hijos, entre los
cuales se destacaron dos: Jos¢é Domingo Acosta Pérez (1792-1847), fundador de la primera
biblioteca publica de Guaduas, secretario de la primera mision diplomatica de la Nueva Granada
en la Gran Bretaiia, y el general Joaquin Acosta Pérez (1799-1852), procer de la Independencia,
geografo, hombre de ciencia, historiador, estadista y generoso benefactor, quien se caso con la
norteamericana Caroline Kemble Rou, y fueron padres de Soledad Acosta Kemble (1833-1913),
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11

12

13

15

16

reconocida literata, historiadora y poeta de la segunda mitad del siglo XIX, casada con José
Maria Samper Agudelo (1828-1888). Joaquin Acosta fue el principal discipulo colombiano de
Humboldt en Paris. Para pormenores de los vinculos de Humboldt y los colombianos en los afios
20 del siglo XIX en Paris, particularmente con Joaquin Acosta, véase Gémez Gutiérrez, Alberto.
Humboldtiana neogranadina. Bogota: Cesa / Pontificia Universidad Javeriana / Universidad de
los Andes / Universidad del Rosario / Universidad Eafit / Universidad Externado de Colombia,
2018, 1, 2, pp. 260-331.

La referencia a Vicente Concha “su pariente” es valiosa desde el punto de vista historico, puesto
que no solo se trataba del hijo del coronel patriota Mariano José Concha Sanchez (1785-1830)
y de Barbara Maldonado Omaiia, hija, a su vez, de Teresa Omana Santander (por tanto, Concha
era sobrino doble del general), sino que comprueba que este personaje, desterrado a Jamaica en
1829 en calidad de adversario de Bolivar, pasaria por Paris antes de volver a su patria para morir
junto a su padre en la batalla de Cucuta, en noviembre de 1830, al enfrentarse a las tropas del
presidente Rafael Urdaneta (1788-1845). De hecho, Santander refiere en su Diario de viaje que,
en abril 10 habia “escrito al coronel Concha con su hijo Vicente”, y luego, en abril 16, “Hoy he
despachado a mi negro [Juan] Cruz Cabrejo para Puerto Cabello, con Vicente Concha, y al efecto
le he escrito al arzobispo de Caracas para que lo remita para Bogota. Al negrito le he entregado
su carta de libertad” (Santander en Europa. Diario de viaje 1829-1832, 1989, 1, 138 y 140).
Santander en Europa. Diario de viaje 1829-1832, 1989, 1, p. 101.

Humboldt, Alexander, citado en Acosta de Samper, Soledad. Biografia del General Joaquin
Acosta. Bogota: Libreria Colombiana Camacho Roldan & Tamayo, 1901, p. 110.

La nota de Humboldt decia asi: “Je serais heureux de pouvoir vous offrir des billets et je serais
bien aise si M. Acosta vouloit avoir [’extréme bonté de passer chez moi demain samedi a trois
heures pour le consulter sur Cajicd. Donnez, de grace, un billet, en mon nom, a M. Restrepo ou
a un de les amis jnos colombiens! Mille amitiés [Estaria encantado de ofrecerle billetes y me
gustaria mucho que el Sr. Acosta tuviera la amabilidad de pasar por mi casa mafana sabado a las
tres en punto para consultarle sobre Cajica. jPor favor, dele un boleto a mi nombre al Sr. Restrepo
0 auno de los amigos jnuestros colombianos! Mil amistades] Humboldt” Para una relacion mas
amplia de los primeros colombianos en Paris, sus funciones, fechas de estadia y los lugares en
donde se alojaron en los afios veinte del siglo XIX, véase Gutiérrez Ardila, Daniel. “Los primeros
colombianos en Paris (1824-1830)”. Anuario Colombiano de Historia Social y de la Cultura,
2009, 36 (1): 89-124.

Jos¢é Maria Salazar Arango (1784-1830), diplomatico y representante de Colombia en Europa.
Jeronimo Torres Tenorio (1771-1838), uno de los mas prestigiosos abogados y académicos de la
época. Fue un progresista ciudadano que participd en la Independencia y llegé a ser consejero de
Estado, director de la Casa de Moneda en Santafé, encargado de negocios en Francia y contador
general de Hacienda. Uno de sus hermanos, Camilo Torres Tenorio (1766-1816) hizo estudios
de derecho en el Colegio Mayor de Nuestra Sefiora del Rosario de Bogotd, del cual llegd a
ser Vicerrector en 1792. Autor del “Memorial de Agravios”, miembro de la Junta Suprema de
Bogota y presidente del Congreso de las Provincias Unidas en el proceso de la Independencia
neogranadina colombiana. En el afio 1816 buscd exiliarse con otros proceres derrotados por el
ejéreito espafol. Pero fue capturado y fusilado el 5 de octubre de ese mismo afio.

Dos Delgados contemporaneos de Santander y posibles viajeros a Paris fueron: a) el abogado
republicano Juan Antonio Delgado Martinez (1794-c. 1865), perseguido por los realistas en 1813
y, posteriormente, jefe politico del canton de Popayan y luego de Cali; b) su sobrino Julian
Antonio Delgado Martinez (n. 1797), tesorero del Cauca entre 1821 y 1827.

Pedro Alcantara Herran Zaldaa (1800-1872), ultimo ministro de guerra de la Gran Colombia y
secretario de la legacion ante la Santa Sede de 1830 a 1832. Herran fue presidente de la Republica
de Colombia entre 1841 y 1845.

Vicente Roche Dominguez (n. 1800), quien participd en la constitucion de la primera reptblica
en calidad de subteniente de artilleria en Santafé en 1824, era hijo del espafiol Jos¢ Manuel de la
Roche O’Ryan (1773-c. 1820) y Maria Josefa Dominguez de Castillo (1782-c. 1850).

Puede referirse a un cufiado de Manuel José Hurtado Arboleda (1782-1845), procer de la
Independencia, senador de la Gran Colombia y ministro plenipotenciario en Inglaterra, quien se
habia casado con la panamefia Carmen Diaz.

Miguel Santa Maria (1789-1837), escritor y politico liberal y republicano nacido en Veracruz,
Meéxico. Santa Maria llegd a ser ministro plenipotenciario de la Gran Colombia en su pais natal
entre 1822 y 1828, a pesar de haber sido desterrado por el emperador Agustin Cosme Damian
de Iturbide y Aramburu (1783-1824), quien renunci6 a la corona en 1823 cuando todavia Santa
Maria se encontraba en el puerto de su patria chica.
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Santiago Rodriguez, uno de los 23 venezolanos que participé en la Convencion de Ocaiia.
General José Leandro Palacios de la Plaza (1782-1836), caraqueilo, ministro plenipotenciario de
Colombia en Brasil hasta 1828; paso a Francia, donde no fue reconocido por Carlos X. El general
Santander, en su extensa carta a su intimo amigo y paisano Francisco Soto Montes de Oca (1789-
1845), iniciada en Roma el 12 de diciembre de 1830, y ya con fecha del 29 de marzo de 1831
desde Ginebra (mas de tres meses después de la muerte de Bolivar) le pide que “si hay ya libertad
de imprenta, haga publicar que Lafayette se empefid en que me reconciliase con Bolivar, que
yo en presencia de los seflores Miguel Santa Maria y Leandro Palacio, le respondi que nuestras
diferencias nacian de la oposicion de nuestros principios politicos y no de personalidades, y que
era preciso que uno de los dos abandonase los suyos; que yo no podia renunciar a los mios porque
eran los de la libertad por lo cual habia hecho Colombia grandes sacrificios, y ni mi honor ni mi
conciencia me permitian traficar con ellos” (Santander en Europa. Cartas de viaje 1829-1832.
1989, 3, p. 101).

Ezequiel Rojas Ramirez (1803-1873), abogado y politico santanderista implicado en la cons-
piracion septembrina contra Bolivar, fue diplomatico y representante de Colombia en Europa vy,
mas adelante, propuesto como primer rector de la Universidad Nacional en 1867. En razon de
quebrantos de salud, fue reemplazado por Manuel Ancizar Basterra (1811-1882), quien ejerci6 el
cargo entre 1868 y 1871.

Francisco de Paula Evangelista Gonzalez (n. 1807), quien habia embarcado con Santander y
con Ezequiel Rojas. Su amigo ‘Pacho’, como le decia Santander, dejo, al menos, dos retratos en
miniatura fechados en 1831.

Juan Cruz Cabrejo y José Delfin Caballero, criados de Santander. El general hizo referencia al
segundo en una de sus epistolas, en la que menciona que “Pepe, gordo y grande, trabaja como
ebanista muy regularmente” (Santander en Europa. Cartas de viaje 1829-1832, 1989, 3, p. 113).
También, al regresar a su patria via Nueva York, escribi6 a su hermana: “Juan est4 loco por llegar
a Bogota. Pepe trabaja con provecho. Si los vieras como estan de petimetres y decentes te habria
de dar gusto. Yo los tengo asi porque me sirven y porque es honor mio en paises extranjeros”
(Santander en Europa. Cartas de viaje 1829-1832, 1989, 3, p. 166).

Santander en Europa. Diario de viaje 1829-1832, 1989, 1, pp. 107-108.

Ibidem, 1, p. 115-116. La polémica entre Saint-Hilaire y Cuvier en 1830 tuvo resonancia
internacional. En términos de una enciclopedia contemporanea: “El célebre debate entre
Geoffroy y Cuvier se desarroll6 oficialmente en forma de comunicaciones y discusiones publicas
en la Academia de las Ciencias hasta abril de 1830, pero también, de modo no oficial, en revistas
e incluso en la prensa diaria. La polémica, que ilustra el apogeo de la anatomia comparada
como disciplina central en el conjunto de las ciencias naturales, se concluy6 abruptamente con
la inesperada muerte de Cuvier en 1832”. Véase https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%89tienne_
Geoffroy Saint-Hilaire

Santander en Europa. Diario de viaje 1829-1832, 1989, 1, p. 109.

Santander en Europa. Cartas de viaje 1829-1832, 1989, 3, p. 320. Debe atenderse al hecho de
que el baron firmaba a veces sin las particulas “de” o “von”, en especial cuando se dirigia a un
ciudadano patriota como Santander.

Santander en Europa. Diario de viaje 1829-1832, 1989, 1, p. 217.

Ibidem, 1, p. 222.

Ibidem, 1, p. 215.

Ibidem, 2, p. 103.
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Vida de la Academia

Durante la Sesion Solemne Estatutaria realizada el miércoles 19 de agosto de 2020 se hizo
un homenaje al general Francisco de Paula Santander, a su vida, a su legado y, sobre todo,
a su vision sobre la importancia de la educacion y la ciencia para el futuro del pais.

El profesor Olympo Morales Benitez, Presidente de la Academia Santanderista de Colom-
bia, fue el encargado de la conferencia magistral que transcribimos a continuacion.

Francisco de Paula Santander
Estratega y estadista: de la accion a la reflexion y a la consolidacion

Gracias a la Academia Colombiana de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales, y muy
especialmente al académico santanderista y presidente de esta institucion, don Enrique
Forero, por abrir este sobrio espacio de reflexion cientifica para que desde lo institucional se
escuche mi voz como Presidente de la Academia Santanderista de Colombia, y asi difundir
el esfuerzo que muchos hacemos por continuar rescatando sin desfallecer la trascendental
gesta politica y militar de Francisco de Paula Santander; con el Llano como su génesis, este
prohombre se consagré como el “Arquitecto de la Nacion” y de sus instituciones, que hoy
nos enorgullecen y protegen preservando con su solidez el devenir de la vida democréatica
y civil de todos los colombianos.

Convocamos en estas bicentenarias fechas la memoria alrededor de la cimera
figura militar y civil de Francisco de Paula Santander, estratega de la independencia de
Indoamérica, quien ha sido distinguido con el titulo de Hombre de las Leyes, en el ejer-
cicio de la concepcion e implementacion de lo que llegaria a ser nuestra democracia repre-
sentativa republicana. Para construirla establece como prioridad la instruccion de los
mestizos espirituales que conformarian las naciones americanas sin distingos de origen,
raza, edad, sexo o condicion.

Ancestros y primeros afios

Francisco José de Paula Santander y Omana (Villa del Rosario, 2 de abril de 1792 -
Bogota, 6 de mayo de 1840), fue hijo de Juan Agustin Santander y Colmenares —quien
fuera gobernador de la Provincia de San Faustino de los Rios y cultivador en sus
posesiones rurales— y de dofia Manuela Antonia de Omafia Rivadeneira y Rodriguez,
ambos pertenecientes a familias criollas, descendientes de funcionarios coloniales llegados
al entonces Nuevo Reino de Granada. Su infancia transcurrié en la comodidad de las
haciendas de café, cafia de aztcar y cacao que poseia su padre.

Santander y Omaia fue un revolucionario, estratega militar y politico, estadista y
jurista colombiano. Procer de la Independencia de Colombia. Participé como protagonista
destacado en la Guerra de Independencia. Desempefi6é un rol determinante en el cruce de
Teatinos (Batalla de Boyacd) y en reconocimiento fue ascendido por Bolivar al rango de
General. Fue reconocido como el “Organizador de la Victoria”, y nombrado Vicepresidente
de la Gran Colombia en el periodo de 1819-1827 (encargado del poder ejecutivo) y
Presidente de la Republica de la Nueva Granada entre 1832 y 1837.

Su primera escuela

El hecho de haber estudiado en su nifiez y adolescencia en diferentes instituciones sembro
en Santander el convencimiento suficiente para barruntar cudl seria su papel en la vida de
la inexistente nacion, y la educacion seria para €l herramienta insustituible en la formacion
de la identidad de una comunidad que terminaria siendo la tan atormentada como pujante
y resiliente Colombia.
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Su primera experiencia educacional trascurre en su nifiez e infancia, en la hacienda
donde nacid, ubicada al oriente inmediato de la Villa del Rosario. Sus primeros estudios
los realizo6 en la escuela de dofia Barbara Josefa Chavez, maestra a la “usanza antigua,
eternamente cefiuda, severisima con sus discipulos y menos inclinada al estimulo que
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al castigo”.

Superiores etapas educacionales formativas

Continuo su educacion cuando a la edad de doce afios fue traido a Santafé en el aio de 1805
por su tio el presbitero Nicolas de Omana Rivadeneira, y alli, apadrinado por quien luego
se convertiria en su profesor y mas adelante en su jefe, don Custodio Garcia Rovira, entré
en el célebre Colegio de San Bartolomé gozando de la beca bartolina que verdaderamente
aprovecho pues se distingui6 en filosofia, derecho canénico e incluso incursiond en el
novedoso derecho de gentes. Casi culminando sus estudios de Derecho en la Universidad
Santo Tomas, en el afio 1810, lo sorprende el coordinado levantamiento del 20 de Julio que
conocemos como el grito de Independencia y que derivaria en la Guerra de Independencia.

Entorno historico en los inicios de su vida en la milicia

Apenas terminados sus estudios universitarios, Santander inicia su vida militar el 26 de
octubre de 1810, como abanderado del Batallon Guardias Nacionales de Santafé y en ese
mismo afio lo promueven al grado de subteniente en Mariquita. Regresa a Santafé y es
designado ayudante secretario de Antonio Baraya.

Santander se une a los federalistas en 1812. Herido y prisionero por los centralistas en
Santafé, es rescatado por su Batallon, el Quinto de la Unidn, y con €l se dirige a Ctcuta.

En el afo 1813, actua en Bailadores como Jefe de Vanguardia. Bolivar es nombrado
Brigadier de los ejércitos de la Union. México emite su primer grito de independencia,
Jean-Baptiste Bernardotte es elegido sucesor de Carlos XIII, rey de Suecia. Insurreccion
en Cartagena y Buenos Aires. El Congreso Venezolano decreta independencia del pais y
México finalmente se declara independiente.?

Articulacion y construccion del grueso del Ejército Libertador

Tres grupos patriotas independientes entre si obraban en los Llanos del hoy departamento
de Casanare. Una columna era dirigida por el coronel venezolano Miguel Valdés, coman-
dante general de las tropas de Casanare o ejército de oriente, cuyo centro de operaciones
principal estaba localizado en Guasdualito. El segundo grupo estaba comandado por el
coronel, también casanarefio, Nepomuceno Moreno, gobernador de Casanare, y el tercero
era aquel que estaba dirigido por el general venezolano Rafael Urdaneta. Santander llega
a Casanare y, desde Laguna en el camino de la Victoria cerca de Pore, usa su influencia
como “hombre de la pluma”, como lo apodaron peyorativamente en esa época y logra unir
los tres jefes enfrentados.

Una mujer clave para la subsistencia de la naciente fuerza militar

La heroica Maria Rosa Lazo de la Vega, propietaria de la hacienda Tocaria, que se extendia
desde el piedemonte de Nunchia e incluia las sabanas de San Luis y parte de las de Pore,
confi6 en el liderazgo de Santander y aliment6 y dio refugio a la tropa independentista —se
dice que durante mas de cuatro afios (entre 1815 y 1819)—, en los terrenos de su finca.
Son muchas las mujeres que a los estudiosos de la historia nos van apareciendo como
protagonistas en la causa de la Independencia. Cuentan los historiadores que la mayoria de
los caballos que movilizaron a la tropa hacia les épicas batallas por nuestra libertad fueron
propiedad cedida a la causa por esta casanarefia.

! Arias, Juan de Dios. Santander Esquicio Biogrdfico del Procer. Bucaramanga: Imprenta del Depar-
tamento, 1939, p. 10.
2 Academia Colombiana de Historia. EI libro de oro de Santander. Bogota: Plaza & Janés, 1983.
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La ruta fluvial hacia la libertad

Santander aprovecha su conocimiento de la geografia del llano y disefia la ruta fluvial que
une a Casanare con el Vichada, y que inicia en Pore y termina en el almacén de acopio de
todo género militar en Santa Rosalia. Esta ruta incluye el Cuartel General de la Trinidad
y Guanapalo, y conduce desde el cuartel de reposo en el invierno llanero que algunos
sitiian alrededor de la Laguna que se encuentra en el camino a la Victoria hasta los rios de
refrescante espuma que con hoy sus historicas aguas seran a la vez obstaculo y apoyo para
que las quillas de las barcazas independentistas indoamericanas.

Nuestra nacién colombiana fue concebida por seres que desde nuestro tropico llanero
soflaron una nacioén no para caminarla en europeas botas militares, sino para ser refle-
xionada por los pensadores que, como Santander, avizoraron el futuro que hoy en nuestro
presente vivimos. Lo sofiaron literalmente encotillados y temporalmente uniformados para
combatir por la independencia y posterior consolidacion de la democracia concebida en
la América Moderna, asi como con los derechos humanos que con Jefferson llegaron a
Francia y de alli descendieron a la tierra de la libertad para ser traducidos por Narifo.?

Repetidaslecciones degenerosidady grandezade dos de los baluartes de la Independencia:
Santander y Bolivar

Para nuestro héroe, la hora para la invasion en busca de la libertad de la Nueva Granada
habia llegado. Santander habia sofiado en las muchas noches de Laguna con el historico
momento y habia insistido por todos los medios a su alcance ante Bolivar para que la
accion se llevara a cabo cuanto antes. En su vision, que se probd acertada habia calculado
que era menester tomar posesion de Santafé, para desde alli irradiar todo el esfuerzo para
libertar el continente.

Bolivar contestaba:

Atin no sé positivamente —escribe a Santander— el dia, ni me he decidido sobre el modo en que
debe ejecutarse; asi me limito a indicar a usted el movimiento para que se prepare y a encargarle
con el ultimo encarecimiento el secreto, sin el cual nada podra hacerse. Usted sdlo, s6lo debe
saberlo (Cafiafistolo, 20 de mayo de 1819).*

Al final, quien llegaria a ser conocido como EI Libertador aceptod la sugerencia del
estratega Santander y se decidio por la ruta que atraviesa el paramo de Pisba, a pesar de ser
mas fragosa, despoblada y penosa.

El camino sugerido por Francisco de Paula une a partir de Nunchia las poblaciones
de Morcote, Paya y Pisba cruzando el paramo para llegar a Sochaviejo, poblacion ya
situada al otro lado de la cordillera en el altiplano boyacense. Bordea el rio Payero por
su margen izquierda. Esta travesia tenia la ventaja sobre los otros caminos estudiados,
de que era la mas corta y menos defendida por el enemigo, como se puede deducir de lo
escrito por José Maria Barreiro y fechado el 25 de junio de 1819 en donde en un oficio a
Juan Samano, expresaba:

El paso de la cordillera no lo pueden ejecutar por otros puntos, que por los de Salinas, Paya,
Puebloviejo, Miraflores y todo el Valle de Tenza, Medina y Caqueza. Los pasos de Salinas,
Paya, Pueblo viejo y Medina son paramos y montafias muy fragosas y en la estacion presente,
hombres que no estan acostumbrados al frio serian destruidos por si mismos; por consiguiente,
estos puntos quedan defendidos por una invasion por solo su temperamento. El de Caqueza se
halla muy distante, tiene pasos demasiado estrechos por donde corren grandes quebradas, y es
muy fécil utilizarlo al pronto, quedando cubierto.’

3 Del escrito de Olympo Morales Benitez en 2018 para el libro Ruta Fluvial de la Independencia,
investigacion recogida por el abogado Pedro Nel Pinzon Guisa.

4Dousdebés, Pedro J. Trayectoria militar de Santander. Bucaramanga: Imprenta del Departamento,
1939, p. 164 [cursivas propias].

STomado de: http://www.bdigital.unal.edu.co/5659/155/cartas 386 a 472 tomo_2.pdf, pp. 162-163.
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El ejército que iba a emprender esta formidable escalada de la cordillera estaba
compuesto asi: dos mil ciento cuarenta y seis llaneros, ingleses de esta legion y oficiales
venezolanos y granadinos que habian llegado comandados por Bolivar, y mil ochocientos
combatientes dirigidos por Santander que era el ejército de la Nueva Granada y que,
atendiendo el encargo de Bolivar, se constituia en la Division de Vanguardia comandada
por Santander.

Grandes los dos: Santander y Bolivar. Unidos en un propoésito grande, la libertad de
Indoamérica que acometieron juntos y culminaron, no sin dificultades, pero con éxito. No
es concebible la existencia en la historia del uno sin el otro.

Vicepresidencia de Santander

Su transito de la vida militar a la dirigencia civil no tuvo solucion de continuidad. El general
Francisco de Paula Santander acompaia al libertador en la exigente tarea de diseiar una
forma democratica y republicana, que enmarcara juridicamente el territorio liberado y a él
encomendado, y se convierte en el “Arquitecto de la Nacion” en el mismo afio de la Batalla
de Boyaca (1819), al ser ungido como vicepresidente de la Nueva Granada.

Lo esperaban labores administrativas muy exigentes, y tuvo el buen juicio de escoger
una serie de varones ilustres para que lo acompafaran en la tarea de consolidar una
democracia apenas sofiada y una forma de estado atin incipiente en su concepcion por los
enciclopedistas franceses y los firmantes del Acta de Independencia de los trece Estados
Unidos de América (1776).

Hacia lo consolidacion de la emancipacion

Santander como vicepresidente (1819-1821), se concentra en la consolidacion del suefio
libertario desde el gobierno. Se hace acompafiar de un gabinete de guerra para lograr la
consolidacion de la libertad. Escoge a Alejandro Osorio Uribe como su Secretario de
Hacienda y Guerra. El nombre mismo de la cartera, Hacienda y Guerra, nos sefiala que
la tarea de Santander y Bolivar de consolidar en Indoamérica la libertad por medio de la
conduccion de los ejércitos estaba atin lejos de haber terminado. Vicente Azuero Plata
sera nominado Asesor de Hacienda y Auditor de Guerra, intentando garantizar asi la
pulcritud en el uso de los recursos que demandaba la busqueda de la libertad continental.
Luis Eduardo Azuela, como Intendente General de Rentas, acepta la pesada carga de
recaudar los recursos, tarea siempre ingrata. Jos¢ Miguel Pey, Superintendente de la Casa
de la Moneda, iniciara la consolidacion de lograr que el circulante mantenga su valor
de intercambio sin oscilaciones exageradas. Pedro Gual, como Secretario de Relaciones
Exteriores, debe lograr el reconocimiento de incipientes naciones. Pedro Bricefio Méndez,
Carlos Soublette y Lino Clemente seran, cada uno en su momento, secretarios de Guerra y
Marina y deberan impedir que toque tierra cualquier enemigo (espaiiol, inglés, francés y/o
holandés) del ambicioso proyecto libertario y democratico.

Santander intenta, desde la educacion, consolidar la ruta hacia la consolidacion de la
emancipacion

Santander, fundador civil de la Republica, dedic6 su vida por completo a defender la
integridad, la estructura y el sistema democratico. Gracias a esto, Colombia es un icono y
baluarte de los principios democraticos en Indoamérica. Considera que la instruccion es
el inicio del camino. El consagrado investigador y reverenciado historiador Luis Horacio
Loépez Dominguez nos apoya en esta afirmacion:

Entre 1819 y 1821, por decreto, Santander y Bolivar van avanzando en el dominio de la
instruccion publica [...]. Las leyes de instruccion publica expedidas por el Congreso de 1821
dieron fundamento a las medidas de Santander.®

¢ Lopez-Dominguez, Luis Horacio. Obra educativa de Santander 1819 -1826. Bogota: Fundacion
Francisco de Paula Santander, 1990.
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No se detendria la voragine educativa que posee a Santander. Introduce el método
lancasteriano. Funda escuelas en Mariquita, Honda y Valledupar (1822). Funda los
colegios de San Simo6n y Boyaca. Normales lancasterianos en Bogota, Caracas y Quito.
Dirige la Gaceta de Colombia, periddico oficial. Entre 1822 y 1825 funda 125 Colegios.
En 1826 es reelegido para el siguiente periodo. Dicta el decreto de ensefianza publica y
funda la Academia Nacional para fomentar las artes, las letras, la politica y la moral, y
en 1827 establece la Universidad de Boyaca. En 1932 es nombrado presidente y ejerce
la primera magistratura.

El gobernante
Tal y como lo refiri6 la historiadora Pilar Moreno de Angel, Santander:

Ejercio la primera magistratura de la republica del 1 de abril de 1833 al 1 de abril de 1837. A
las 6:32 del 6 de mayo de 1840 muri6 el general Francisco de Paula Santander. Las palabras
finales del estadista fueron: “jAhora si! jAdids, mis amados amigos!”. Se extinguia asi la vida
de uno de los mas notables ciudadanos de América, a quien le habia correspondido por fuerza
del destino desempefiarse como militar, jurista, estadista y esencialmente como el fundador civil
de la republica.’

Por las calendas en que se rinde este merecido homenaje a Francisco de Paula Santander
en la Academia de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales, también se conmemora en toda
Colombia el centenario del natalicio del pensador provinciano, el humanista y combatiente
permanente por la construccion de la paz y la preservacion de la democracia. Otto Morales
Benitez, de quien quiero recordar la magistral sintesis que hizo de lo que significo el
pensamiento siempre vigente y oportuno de Santander, dijo:

La cercania a la figura de Francisco de Paula Santander sirve para reclamar la fidelidad a las
instituciones republicanas, para reiterar nuestra vocacion civilista. Para insistir en la majestad y
la necesidad del congreso. También para declarar que confiamos mas en los errores colectivos
de la democracia que en los poderes absolutistas. Que no nos entusiasma el providencialismo
y estamos lejos de aceptar que las armas sean el Gnico derrotero politico para alinear nuestro
animo arisco y tropical.

Se quiere decir, en sintesis, que pensamos mas en la educaciéon que en la represion y que
amamos la ley sin delirio demagogico, pero sin dudar de que ésta lentamente ordena la conducta
humana. Por todo ello nos podemos congregar al pie de las ideas del general Francisco de
Paula Santander de sus ensefianzas de sus tesis que permanentemente van caminando hacia la
claridad social, hacia el resplandor colectivo, haciendo de cada uno de estos principios conducta
y destino de los hombres hacia el quehacer republicano para sefialar el derrotero de la patria.®

Francisco de Paula Santander, insuperable como militar y cémo hombre publico,
convocd una pléyade de grandes reptblicos que fraguaron con el combatiente en lo civico
y en lo militar los cimientos de nuestra hoy solida y grande nacion colombiana a la cual
nos hemos sentido siempre orgullosos de pertenecer e intentar servir desde las actividades
educativas, juridicas, politicas, empresariales y familiares que nos empefiamos en alentar y
honrar para que desde nuestro anénimo y modesto ejercicio ciudadano, sirvan de ejemplo
a las generaciones por venir que quieran preservar el estado de derecho, los regimenes de
libertad, de construccion de paz y de adecuadas conductas personales.

Olympo Morales Benitez

Presidente

Academia Santanderista de Colombia
Bogota, Torres del Este, 2020

7 Moreno de Angel, Pilar (2019). Santander. Bogota: Planeta Colombiana S. A.
8 Morales Benitez, Otto, citado en: Galindo, Julio Roberto. EI liberalismo en la historia. Bogota:
Universidad Libre, 2017.
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Genetic analysis of pre-Columbian human remains
from Lower Magdalena suggests a migratory route and
matrilineal genetic continuity in Northern South America

Analisis genético de restos humanos precolombinos del
Bajo Magdalena sugiere una ruta migratoria y continuidad
genética matrilineal en el norte de Suramérica

Maria Claudia Noguera-Santamaria*, Javier Rivera-Sandoval’?,

Juan Guillermo Martin?, Ignacio Bricefio-Balcazar‘, Alberto Gomez-Gutiérrez'

! Instituto de Genética Humana, Facultad de Medicina, Pontificia Universidad Javeriana, Bogota, Colombia

2Grupo de Estudios Patrimoniales del Caribe, Museo Mapuka, Departamento de Historia y Ciencias Sociales,
Universidad del Norte, Barranquilla, Colombia

3 Estacion Cientifica Coiba AIP, Panama

*Genética Humana, Facultad de Medicina, Universidad de La Sabana, Chia, Colombia

Abstract

DNA analysis in pre-Hispanic populations remains has allowed approaching the genetic origins of
inhabitants in present-day Colombia. In this work, we complemented the archaeological results on
the Malambo tradition, originated 3000 years B.P. in Lower Magdalena, with genetic studies of bone
remains of four individuals associated with this population. We extracted DNA from bone samples and
purified and amplified them by PCR for further sequencing and phylogenetic analysis. We identified
the B2j haplogroup in all individuals as characterized by a G16361A mutation, as well as a 9-pb
deletion and diagnostic mutations of haplogroup B. This same haplogroup was recently described in an
individual in Venezuela suggesting genetic maternal filiation and continuity in northern South America.

Keywords: Mitochondrial DNA; Haplogroup; Migration; Pre-Hispanic populations.

Resumen

El andlisis del ADN en restos de poblaciones prehispanicas ha permitido aproximarse al origen
genético de una proporcion importante de los habitantes de la actual Colombia. Los resultados
arqueologicos de la tradicion de Malambo, cuyo origen se remonta a 3.000 afios A.P. en el bajo
Magdalena, se complementaron con estudios genéticos de cuatro individuos asociados con esta
poblacion. Para ello se extrajo ADN de muestras de dientes y huesos. El ADN extraido se purifico
y se amplificd por PCR para su posterior secuenciacion y analisis filogenético. El haplogroupo B2j
se identificd y se caracterizd mediante la mutacion G16361A, asi como la delecion de 9pb y las
mutaciones diagndsticas del haplogrupo B. Este mismo haplogrupo fue descrito recientemente en un
individuo en Venezuela, lo que sugiere la filiacién genética matrilineal y su continuidad en el norte
de Suramérica.

Palabras claves: ADN mitocondrial; Haplogrupo; Migracion; Poblaciones prehispanicas.

Introduction

Northwestern South America is a key territory for population studies, as it constitutes a
passage for both North-South and South-North migrations in the new continent. There
have been recent attempts to identify how early settlements in the Colombian territory
took place based on biological samples and the analysis of different molecular markers
(Casas-Vargas, et al., 2017; Diaz-Matallana, et al., 2016; Noguera-Santamaria, ef al.,
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2015; Noguera, et al., 2014; Casas-Vargas, et al., 2011; Jara, et al., 2010; Uricoechea,
et al., 2010; Keyeux & Usaquén, 2008; Bricefio, 2003; Keyeux, ef al., 2002; Noguera
& Bernal, 2010).

Studies on pre-Hispanic populations (Casas-Vargas, et al., 2011; Silva, et al., 2008)
have allowed an initial approach to human genetic variability in Colombia. However,
although various archeological contexts have been identified in the Colombian north coast
(Angulo-Valdés, 1954; 1981; 1983; 1988; Ramos & Archila, 2008; Rivera-Sandoval,
2018; Rojas-Sepilveda & Martin, 2015), little is known about their genetic variability
within the pre-Hispanic Caribbean region.

One of the most thoroughly studied areas in the Colombian Caribbean coast is the
archaeological site of Malambo, near the Magdalena River. Its inhabitants settled and
adapted to environmental determinants in Lower Magdalena around 3070+200 years
B.P. Their crops and the use of water resources such as rivers and lakes can be deducted
from the remains of typical archaecofauna in these ecosystems. This type of sustenance
is associated with well-known ceramic structures in western Venezuela and the Orinoco
River valley (Angulo, 1981, Langebaek, 1987, Meneses & Gordonés, 2005). However,
there are some questions regarding the Malambo timeline and its associations with other
archaeological sites in the region, some of which seem to differ from the periods proposed
by Angulo (Langebaek, ef al., 1998, Langebaek & Dever, 2000). In fact, it has been
suggested that Malambo’s excavations belong to different occupations, some of which
were interpreted as a single establishment (Langebaek & Dever, 2000), as verified by the
detailed analysis of ceramics reported on the site since the incised modeling style known
as the Malambo tradition is predominantly located in the deepest strata while the ceramics
located in the superficial layers show similar characteristics to those of the indigenous
settlements in the late period linked to the Malibu tradition between the 13" and 16™
centuries (Rivera-Sandoval, 2018).

One aspect to consider about Malambo, besides its deep history, is its relationship with
other contemporary communities established in distant regions and with those occupying
the region at different times. Genetic analysis can be very helpful in order to answer
these questions. Previous works have defined specific American lineages (A2, B2, Clb,
21, Clc, Cle, Cld, D1, D4h3) described as founding lineages (Figure 1), as well as the
sub-haplogroups found in North, Central, and South America (A2a, A2b, C4c, D2A, D3,
D4El, X2a, X2g, A2ad, A2afl B2i2, B2J, B2K, B2L C1b13, DIG, D1J) (Tamm, et al.,
2007; Perego, et al., 2009; De Saint Pierre, et al., 2012; Gomez-Carballa, et al., 2012;
Romero-Murillo, 2016). In this study, we selected a sample of four individuals from the
Malambo site excavated by Angulo (1981): two middle-aged adults, one young adult, and

Figure 1. Phylogenetic network of haplogroup B (network v5.0). Pre-Hispanic individuals from Malambo are shown in pink.
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one subadult. We analyzed and compared mitochondrial DNA with previous results in
America (Tamm, et al., 2007; Achilli, ef al., 2008; Fagundes, et al., 2008; Perego, et al.,
2009) to reconstruct population dynamics of ancient and contemporary communities.

Materials and methods
Human bone remains

We analyzed human remains associated with four individuals of the Pre-Colombian popu-
lation of Malambo (part of the MAPUKA Museum collection at Universidad del Norte
in Barranquilla), specifically, three (3) dental samples corresponding to premolars in the
adults and a sample of the costal arches from the sub-adult individual (Table 1). Despite
being a reduced sample, it provided new data on the genetic affiliation of the ancient
populations in the Colombian Caribbean that we expect to expand with new analyses
in the future. The samples were processed and analyzed according to the existing legal
protocols concerning archeological heritage as established by the Instituto Colombiano de
Antropologia e Historia ICAHN) under the intervention license # 4977.

Authenticity criteria for Pre- Colombian DNA

To ensure the authenticity and fidelity of the genetic results, we adopted the criteria
suggested by Cooper & Poinar (2000), i.e.: 1) Availability of a laboratory exclusive
for this type of analysis (Instituto de Genética Humana-IGH at Pontificia Universidad
Javeriana in Bogotd) and preparation of an independent pre-PCR laboratory in a separated
area (first floor) in the IGH building to avoid contamination of pre-Hispanic and present
samples; 2) amplification of negative and positive control groups; 3) sequencing of the
same sample several times to confirm results; 4) availability of another specific laboratory
for DNA analysis (at Universidad de la Sabana in Chia) to make independent replicas of
selected samples; 5) strict aseptic conditions using disposable materials (coats, gloves,
and masks). Additionally, each one of the areas and materials was irradiated with UV light
before and after each procedure; 6) all investigators involved in the molecular study were
typed for their mtDNA.

Sample preparation and DNA extraction, amplification, and sequencing

Ancient DNA extraction (aDNA) in bones and teeth. To avoid the presence of PCR
inhibitors we used the following protocol for aDNA extraction: 1) Cleansing of bone or
teeth was performed without pulverizing (scrapping of the sample by the external surface,
1.5% sodium hypochlorite immersion for five minutes, four to five 5-minute washes
with ultrapure water type 1, and, finally, a 5-minute exposure to ultraviolet light). This
standardized protocol was based on previously published recommendations (Bolnick, et
al., 2012; Korlevic, et al., 2015) 2); we used K proteinase (12.5 mg/mL) for bone digestion,
SDS 10%, and EDTA 0.5m.; 3) and left overnight for 72 hours. We used the salting-out
method previously described and standardized by our group; 4) DNA was purified with
QIAquick PCR Purification Kit.

DNA amplification and sequencing. We designed four pairs of overlapping primers and
used them so that the whole mtDNA hypervariable 1 was covered; we obtained fragments
of approximately 150-180 bp in each reaction. We used primers np 15986-16174, np 16105-

Table 1. Osteobiographical profile of Malambo pre-Hispanic population

Population Individual Sex Age Age group
Malambo 3018 Male 35-40 years Middle adult
Malambo 3019 - 4.5-7 years Infant
Malambo 3020 Male 33-45 years Middle adult
Malambo 3021 Male 20-35 years Young Adult
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16256, np 16194-16360, and np 16261-16429 (Table 2). DNA was amplified utilizing a
DNA polymerase master mix (Qiagen) containing 1.5 mM of MgCl,, 200 uM of each
dNTP, 2.5 units of Tag-DNA-polymerase, and 1x Qiagen PCR Buffer. Subsequently, 0.3
uM of each primer were added to each sample. The PCR products were visualized in 2%
agarose gel, stained with GelRed® (Biotium), and sequenced in the Applied Biosystems®
sequencer 3130.

Data analysis

For the alignment of sequences, we used the CLC Main Workbench (Qiagen). The hyper-
variable region (HVR-I) nucleotides were aligned with a consensus sequence (Cambridge
Reference Sequence —CRS—). We found the G16361A mutation recently described and
confirmed in haplogroup B and sub-haplogroup B2j (Gémez-Carballa, et al., 2012). We
confirmed these results using restriction fragment length polymorphism (RFLP) analysis
with the Haelll enzyme to identify the intergenic 9-bp deletion in the COII/tRNA(Lys) as
previously reported for this haplogroup. Fragments were visualized in polyacrylamide gel
at 45 volts for 3 hours (Figure 2).

Table 2. Primer sequences in the present study

Annealing Reference

Target region Primer Sequence (5°-3°) temperature

Control region 1 L 15,986 GCA CCC AAA GCT AAGATT CTAATTT Present
61.3°C

16,011-6,131 1116174  CAG GTG GTC AAG TAT TTATGG T study

Control region2 L 16,105 TGC CAG CCA CCA TGA ATA TTG TAC Present

58°C

16,127-6229 16256 TGC CAG CCA CCA TGA ATA TTG TAC study

Control region 3 L16,194  ATG CTTACAAGCAAGTACAGCAA .

16,194-6,360 1116360 GAGAAG GGA TTT GAG TGT AAT GTG ' T,

Control region4 L 16,261 CCT CAC CCA CTA GGA TAC CAA CAA . al., 2007

16,261-16,429 62.4°C

H16429  GCG GGA TAT TGA TTT CAC GGA
Haplogrup B L 8,196 ACA GTT TCA TGC CCA TCG TC ssoC Present
(9-pb deletion) study

Figure 2. Mitochondrial DNA restriction fragment length polymorphism (RFLP) for haplogroup B
in Malambo individuals 3018, 3019, 3020, and 3021
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We calculated the frequency of the haplogroup obtained by direct count. The genetic
diversity was calculated based on the variant frequency: Ae= n/(n-1)= 1-Zpi2, where pi is
the frequency of each allele (haplogroup) and n the size of the sample. Using the Arlequin
3.5.2 software, we analyzed the samples at intra- and inter-population levels by calculating
their corresponding Fsr (Excoffier, et al., 2005) to estimate the genetic distances. We
analyzed the phylogenetic networks of pre-Colombian mtDNA sequences obtained from
the literature using a median-joining algorithm (NJ).

Intrapopulation analysis. For the assignment of the mitochondrial haplogroups,
we compared the DNA sequences with the CRS reference sequence and determined the
specific polymorphisms for each American-Indian haplogroup according to Torroni, et
al. (1992).

Interpopulation analysis. For this analysis, we compared genetic data obtained from
present and antique populations both in Colombia and in America. Then, a phylogenetic
reconstruction was performed based in the genetic distances between haplogroups
applying the Tamura and Nei Method (1993). Reduced Median Networks were established
to determine the genetic relationship between haplogroups found in this study and other
populations, as calculated and distributed by the Network 5.0 program. (Figure 1).

Results
Mitochondrial haplogroup identification

We obtained high-quality DNA from four pre-Hispanic samples belonging to Malambo
human remains and we identified a single haplogroup in all of them: haplogroup B2.

This haplogroup, together with haplogroups A, C, and D, is one of the founding
genetic lineages in America and can be linked to the coastal North-South peopling of the
Pacific Coast. This route has been associated with the first step of the integrated multi-step
migration model of the early peopling process of Northeastern South America (Neves, et
al., 2005; Wang, et al., 2007; Reich, ef al., 2012; Rasmussen, et al., 2014; Raghavan,
et al., 2015; Skoglund, ef al., 2015; Diaz-Matallana, et al., 2016; Llamas, et al., 2016;
Lindo, et al., 2017; Moreno-Mayar, et al., 2018; Scheib, et al., 2018). It is thought that
these human groups advanced in a West-East direction from the Pacific Ocean and arrived
to the inter-Andean valleys possibly locating themselves on the borders of the Magdalena
and Cauca Rivers before continuing their migratory route (Diaz-Matallana, ef al., 2016).
The model may correspond to the Malambo settlement according to the genetic closeness
shown by this Colombian Caribbean population and other early groups from the central
high plains of present-day Colombia, such as the Checua, site dated 820010 years B. P.
(Groot, 1992) (Figure 1).

Haplogroup B2 is one of the most widely distributed haplogroups in the continent
nowadays, which suggests genetic continuity since the Paleo-Americans up to the
contemporary mestizo communities (Diaz-Matallana, et al, 2016). Nevertheless, our
results show a high genetic distance of 0.37258 between the Malambo and the Checua that
may be due to the presence of specific sub-haplogroup B2j in all four Malambo samples,
all associated to the mutation G16361A. This same mutation was recently described in an
individual from Venezuela, far from the Checua and relatively near the Malambo (Gémez-
Carballa, et al., 2012).

Georeferencing

We used Google Maps to draw a map using the longitude and latitude references for each
location where the samples were reported (Figure 3).
Discussion

Lower Magdalena is a geographically and culturally diverse region. To determine
whether such diversity could be associated with the biological composition of the
ancient human groups that settled in this region of the Caribbean, we carried out a
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Figure 3. Geographical location of pre-Columbian groups referred in this study

genetic analysis of available bone and teeth remains. Based on our preliminary results
with ancient DNA (aDNA), we found no evidence of population variability among
the indigenous groups that settled in this region compared to other contemporary
communities. Using bioarcheological and genetic results, we conducted a multi-variant
analysis integrating the different data to correlate each result. We used the SPSS version
1.8 software for the analysis and generated a genetic distance matrix based on the Fsr
data; we also performing a principal component analysis (PCA) using haplogroup
frequencies obtained upon the comparison of data from the present study with previously
reported archeological populations of Colombia. For comparative purposes, we chose
samples from Checua, Guane, and Valle de Santiago sites: the Checua are one of the
oldest populations of Colombia while the Guane correspond to an indigenous group who
inhabited the municipalities of Los Santos, Jordan, and Cabrera in the Northwestern
department of Santander and the Valle de Santiago, a native population of the Lower
Magdalena region (Figure 4, Tables 3 and 4).

Human groups established in Malambo around 3120 years B.P. started a new model
of settlement in the region and promoted horticulture including tuber cultigens such as
cassava (Angulo, 1981; Groot, 1989). From an archeological perspective, this subsistence
pattern, as well as the pottery style identified in Malambo, have been closely related to
populations in the Venezuelan Orinoquia, specifically the Barrancoid series (Angulo,
1981; Langebaek, 1987; Langebaek & Dever, 200; Menezes & Godonés, 2005; Sanoja,
1978). The results regarding the genetic distances at an interpopulation level seem to
confirm the relationship proposed from the archeological perspective, specifically with the
identification of sub-haplogroup B2j, which has been reported among present Venezuelan
populations and indicates that this sub-haplogroup could be traced back in Northern South
America up to approximately 3900 years B.P. (Gémez-Carballa, et al., 2012). This date
approaches the earliest occupation of the archeological site of Malambo, i.e., 3070+200
years B.P. (Angulo, 1981).
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Figure 4. Principal Component Analysis (PCA) of Malambo, Valle de Santiago, Guane, and Checua
communities. Individual MC corresponds to the experimental researcher of the present work.

Table 3. Genetic distance matrix based on Fsr data from pre-Columbian individuals belonging to
Checua, Guane, and Malambo populations

CHECUA GUANE MALAMBO CONTROL
Checua 0 0,11141 0,37258 0,50036
Guane 0,11141 0 0,36727 0,6237
Malambo 0,37258 0,36727 0 1
Control 0,05292 0,07636 1,00000 0

Table 4. Genetic mutations in pre-Columbian Malambo and contemporary individuals. MCN corresponds to the experimental researcher of
the present work.

Population  Sample 16069 16126 16145 16154 16166 16167 16172 16183 16189 16217 16222 16223 16261 16346 16361 Haplotype Haplogroup
Reference ~ Cambridge C T G T A A T A T T C C C G G rCRS H2a2al
3018 154A 222T 223T 261T 346C 361A H1 B2j
3019 154A 222T 261C 346G 361A H2 B2j
Malambo
3020 223C 261T 346C 361A H3 B2j
3021 222T 261T 346C 361A H4 B2j
Caracas/ HAP71 183C H5 B2j
Venezuela
Pueblo llano/ HAP72 183C H5 B2j
Venezuela
Researcher MCN 69T 126C 145A 172C 222T 261T 346A HJ Jlbla
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A predominance of the founding American mitochondrial haplogroups (A-D) has been
reported in Colombia (Silva, et al., 2008; Casas-Vargas, et al., 2011; Noguera, et al., 2015;
Diaz-Matallana, et al., 2016; Casas-Vargas, et al., 2017). In contemporary populations,
the most frequent haplogroup is A (48.3%), one of the most common in Mesoamerica,
which supports those models proposing early Chibchan linguistic group migrations from
Mesoamerica to South America. Haplogroup C (28.4%) has also been found in previous
studies and, less frequently, haplogroups B (16%) and D (6%) (Noguera, et al., 2015).
Population dynamics among the Paleo-Colombian populations has been somewhat
different: in the Cundi-Boyacense high plains, a predominance of haplogroups A and B
has been reported (Casas-Vargas, et al., 2017, Silva, et al., 2008), as well as a higher
frequency of haplogroup B in different Colombian regions with the continued presence of
diverse haplogroups such as the B2 and the CI1 in the Andes region (Diaz-Matallana, et
al., 2016), Norte de Santander (Romero-Murillo, 2016), and Santander (Casas-Vargas,
etal, 2011).

We identified haplogroup B2 in all four individuals of the Malambo population. This
haplogroup is widely distributed in the American continent, which has been interpreted as
evidence of the genetic continuity that endures since the first settlers up to contemporary
mestizo populations (Diaz-Matallana, et al, 2016). Thus, haplogroup B2 has been
associated with the founding genetic lineages in the continent along with haplogroups A, C,
and D, which would be supported by the integrated migration model of the early populating
of northwestern South America as evidenced by genetic, geological, archeological, and
anthropological findings. This model proposes that the first settlers of northern South
America migrated across the coastal route of the Pacific Ocean. It is assumed that these
groups moved sequential movements through the Andes in a West-East direction across
the Cauca and Magdalena Rivers valleys where they found the advantage of easy feeding
resources and were also used as fluvial migratory routes (Diaz-Matallana, ef al., 2016).
This influenced adaptation strategies and settlements in these ecosystems directly.

A specific sub-haplogroup B2j was identified in individuals from the archaeological
Malambo site and also reported across the Venezuelan Caribbean northern coastline with no
reference to the maternal ancestry (Gémez-Carballa, et al., 2012). The G16361A mutation
present in all four individuals has been confirmed as a diagnostic mutation for this sub-
haplogroup. Based on this coincidence, even with the inherent limitations of a preliminary
analysis of only four pre-Columbian individuals and their comparison with only one
individual in contemporary Venezuela, we can postulate both a maternal affiliation and a
migration process to or from the Orinoco River valley down or up the Lower Magdalena
territories. This relationship amongst pre-Hispanic populations of the Colombian Caribbean
and Lower Orinoco may also be confirmed by comparing the ceramic styles identified by
archeologists in Malambo (Colombia) and Barrancas (Venezuela). These sites share some
stylistic designs that seem to belong to the same cultural tradition established in the Caribbean
from 3070+200 years B.P. up to 1270+£150 years B.P. (Angulo, 1981; Sajona, 1978).

Sub-haplogroup B2j is characterized by T131C, A183G, C5270T, A15824T, A16166G,
A16183C, G16361A, and T16519G mutations. Its coalescence age was estimated at 3.9 ky
(95% C.1.: 0-7.8) and, as such, it has been considered a recent clade within the phylogenetic
tree of haplogroup B (Gomez-Carballa, et al., 2012). This coalescence age coincides
with the earliest occupational period reported for Malambo. Even so, the population of
Malambo is differentiated from the Guane and the Checua in that it presents the specific
G16361A mutation associated with the B2j sub-haplogroup identifying the Malambo as a
whole separate group.

On the other hand, continuity in these sites of occupation might have been much wider
than what has been registered up to this moment with an incidence in genetic relationships
of the Lower Magdalena populations. Even if specific cultural tradition and lifestyle have
been identified for the Malambo group, recent radiocarbon analysis in bone samples from
a particular individual of this study (individual 3018) dated this individual between 1405
and 1445 A.D. [573-613 B.P.] (Rivera-Sandoval, 2018). This chronology is linked to the
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late period groups characterized by a very similar ceramic style as compared with the most
superficial layers in Malambo (Angulo, 1981). This has also been reported in other sectors
of Lower Magdalena (Angulo, 1955; 1983; 1988; Ramos & Archila, 2008; Rivera-
Sandoval, 2018). These ceramics have also been associated with Malibu populations
(Falchetti, 1993) differing from Malambo’s incised modeling decoration but with similar
technological features in the paste composition and clay temper.

Although the coincidence of the G16361A mutation corresponding to a B2j sub-
haplogroup could result from an independent mutational event, the geographical proximity
in northern South America of the corresponding individuals within +500 years suggests
a matrilineal genetic continuity among Lower Magdalena populations. This eventual
biological continuity might not necessarily be reflected on the cultural traditions represented
in the type of cultural material present in the archeological archives nor in the sustenance
ecosystems and resource exploitation, which during the late period were oriented to the
exploitation of corn and other plants, hunting, and fishing, as well as fauna recollections
associated to rivers and lakes. Genetics would thus offer new data for bioarchaeological
studies in the New World, including the eventual maternal filiation and continuity of
northern South American populations with the presence of genetically related individuals
who underwent cultural mutations as demonstrated by their ceramic vessels.

Conclusions

Our data support the importance of aDNA contribution to archeological studies as they
are complemented with further evidence to reconstruct mobility patterns and relationships
between ancient pre-Hispanic groups in this region of South America. We implemented non-
disruptive DNA cleansing showing a high reproducibility of results for every DNA extrac-
tion, which allowed a confident mitochondrial DNA analysis of several bone fragments.

Out of the four mitochondrial haplogroups (A, B, C, and D) previously assigned to
the first settlers in America, i.e., an exclusive presence of B lineage, was determined in
all four samples of the Malambo archeological site showing a strong association with a
modern contemporary individual in Venezuela who shared the B2j sub-haplogroup. This
preliminary finding in five individuals (four pre-Columbian Malambo and one 20" century
mestizo from Venezuela) can be associated with possible migratory routes, contacts,
and exchanges that could have occurred in the last 3000 years as, from a molecular
genetic perspective, they adjust to the coalescence age of the corresponding mutations.
However, it is necessary to integrate the genetic data with additional genetic markers in
these four pre-Columbian individuals and further contextualize this information with
archeological data.
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Resumen

El sistema ZnO dopado con Fe presenta buenas propiedades como semiconductor magnético diluido
para aplicaciones en espintronica. En este articulo se hace una revision de algunas propiedades
estructurales y magnéticas del ZnO dopado con Fe. Inicialmente, se hace un resumen de los conceptos
basicos para entender en qué consiste la espintronica y sus posibles aplicaciones. Posteriormente, se
presenta el estudio de dicho sistema mediante difraccion de rayos X, espectroscopia Mdssbauer y
magnetometria de muestra vibrante en muestras obtenidas por aleamiento mecénico en diferentes
condiciones de preparacion. En la primera se aumentd la concentracion de Fe de 3 a 10 % en un
tiempo de molienda de 36 horas y una relacion entre el peso de las bolas y el peso de los elementos
(relacion de peso bolas-polvo, RPB) de 15:1. En este caso se proboé que hubo una concentracion
limite de Fe, aproximadamente de 5 %, que se diluyo dentro de la red del ZnO; el resto del Fe
aparecio segregado en la muestra. En la segunda condicion se fijo la concentracion de Fe en 10 % y
se variaron las horas de molienda. Se encontrd que después de 24 horas, la muestra se consolido, pero
el Fe no se diluy6 completamente dentro de la red de ZnO. Por altimo, usando una concentracion de
10 % en Fe y aumentando la RPB se encontr6 que todos los atomos de Fe se diluyeron dentro de la
fase de ZnO y no quedaron segregados de Fe en la muestra, lo que se explica porque al aumentar la
relacion RPB aumenta la energia.

Palabras clave: Espintronica; Semiconductores magnéticos diluidos; Magnetorresistencia gigante.

Abstract

The Fe-Doped ZnO system has good properties as a diluted magnetic semiconductor for spintronic
applications. In this article, a review of some structural and magnetic properties of Fe-Doped ZnO is
presented. Initially, a summary of the basic concepts is made to understand the spintronics concepts
and their possible applications and, subsequently, the study of the Fe-Doped ZnO in samples
obtained by mechanical alloy under different preparation conditions. Characterizations were made
by means of X-ray diffractometry, Mdssbauer spectroscopy, and vibrating sample magnetometry.
The first preparation condition was an increase in the Fe concentration from 3 to 10 at % with 36
hours of milling time and a 15: 1 ball-to-powder weight ratio (BPR). In this case, there was a limited
Fe concentration of approximately 5 % that was diluted into the ZnO matrix while the rest of Fe
was segregated in the sample. For the second preparation condition, the Fe concentration was fixed
at 10% and the milling time was varied. After 24 hours of milling, the sample was consolidated,
but the Fe was not completely diluted into the ZnO matrix. Finally, using a 10% Fe concentration
and increasing the BPR, all the Fe atoms were diluted in the ZnO phase without the presence of Fe
segregates in the sample.

Keywords: Spintronics; Diluted magnetic semiconductors; Giant magnetoresistance.
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Introduccion

La espintronica es un campo de investigacion relativamente nuevo cuya importancia ha
ido creciendo debido a sus potenciales aplicaciones tecnologicas. El objetivo basico de la
espintronica es el de descubrir nuevos fendmenos que involucren tanto la carga como el
espin del electrdn, asi como explorar posibles aplicaciones en dispositivos electronicos. Se
espera que estos dispositivos tengan nuevas funcionalidades y mejores rendimientos (Wolf,
et al., 2001), por ejemplo, que con el uso del espin del electron las memorias magnéticas
o los computadores cuanticos incrementen su velocidad y su eficiencia y disminuyan el
consumo de energia comparados con los dispositivos que solo utilizan la informacion
eléctrica del electron.

En la actualidad hay computadores que ya cuentan con materiales espintronicos, por
ejemplo, en las cabezas lectoras de los discos duros, ya que utilizan el fenomeno de la
magnetorresistencia gigante (MRG). La espintronica surge en 1988, precisamente con la
publicacion del primer articulo sobre MRG (Baibich, ef al., 1988), merecedor del Premio
Nobel de Fisica en el 2007 para Albert Fert y Peter Griinberg (Binasch, et al., 1989).
La MRG utiliza el espin de los electrones en la conduccion eléctrica en una multicapa
magnética compuesta de capas ferromagnéticas y no magnéticas. Los experimentos
originales se hicieron en multicapas de Fe/Cr en las que se reporté que un campo aplicado
generaba una magnetorresistencia muy grande e inducia un acoplamiento antiparalelo
entre las capas de Fe. Ademas, se habian publicado estudios teoricos sobre la utilizacion
del espin y la corriente de los electrones (Fert, et al., 1968; Loegel, et al., 1971) antes del
descubrimiento de la MRG.

Por otro lado, Ohno (1998) propuso un método para inducir magnetismo en materiales
semiconductores. Un semiconductor, que no es magnético, se dopa con bajas concentracio-
nes de atomos magnéticos (<10 %) dando lugar a los llamados semiconductores magnéticos
diluidos (SMD). Estos SMD han suscitado un creciente interés debido a la posibilidad de
obtener ferromagnetismo a temperatura ambiente y aplicarlos en dispositivos espintronicos.
El objetivo es conservar las propiedades eléctricas del semiconductor y, ademads, crear una
interaccion magnética entre los dopantes magnéticos. Posteriormente, se predijo tedrica-
mente la existencia de magnetismo al dopar ZnO, que es un semiconductor, con Mn, que es
un material magnético (Dietl, et al., 2000). A partir de esta publicacion han aparecido varios
estudios en los que el ZnO es dopado con diferentes 4&tomos magnéticos, como Mn, Co, Cr
y Ni (Prellier, et al., 2003; Sharma, et al., 2004; Ahmed, 2017; Alsaad, 2014; Ghosh, et
al., 2019). También se ha investigado la posibilidad de dopar ZnO con atomos de Fe y se
sabe que el ferromagnetismo que surge en estos sistemas depende de los diferentes métodos
de preparacion y de las concentraciones (Karmakar, et al., 2007; Zhang, et al., 2007; Fan,
et al., 2010; Lin, et al., 2007; Straumal, ef al., 2013; Ramos, et al., 2014; Kumar, et al.,
2014; Beltran, et al., 2015; Zamora, et al., 2015; Casanova, et al., 2018). Ademas de los
estudios sobre su potencial eléctrico y magnético, también se han reportado estudios sobre el
ZnO dopado con Fe en el campo de la optica (Elilarassi, ef al., 2017; Beatriz, et al., 2019;
Ghosh, et al., 2019), especificamente para aplicaciones en espintronica.

El presente articulo esta organizado de la siguiente forma: primero, se hace una intro-
duccion sobre la espintronica en la que se presentan las posibles aplicaciones y los concep-
tos basicos; segundo, se hace una breve presentacion de la magnetorresistencia gigante
(MRG); tercero, se hace una revision de las teorias sobre magnetizacion en semiconduc-
tores mag-néticos diluidos y, por tltimo, se hace una revision sobre el comportamiento de
ZnO dopado con Fe utilizando la técnica del aleamiento mecanico, trabajo este realizado
en la Universidad del Valle.

Fenomenos basicos en espintronica

La principal motivacion para investigar la espintronica es aprovechar al espin del electron
teniendo en cuenta que la carga del electron se utiliza en los equipos electronicos, especi-
ficamente en los transistores, que son muy utilizados en los computadores.
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Componentes de un computador

Componentes electronicos

El procesador es una parte del computador compuesto por una gran cantidad de transis-
tores. Hay dos aspectos importantes que deben considerarse con respecto a los transis-
tores: primero, su tamafio, que se ha ido reduciendo con el paso de los afios a la vez que
su rendimiento es cada vez mayor. Desde el 2000, cuando tenian un tamafio de 180 nm,
alcanzaron tamafios de 2,5 nm en el 2018 y se espera que en un futuro sean atin mas peque-
fios (Matheson, 2018; Saracco, 2019; Webedia Branded Content Team, 2019), aunque,
en la practica, los computadores actuales utilizan transistores de 14 nm. El segundo aspecto
es el conocido como la ley de Moore (Moore, 1965), la cual postula que el nimero de
transistores que caben en un circuito integrado se dobla cada 18 meses; esta ley, inicial-
mente aplicada entre 1965 y 1975, sigue siendo representativa para la empresa Intel, cuyos
representantes aseguran que se seguird cumpliendo hasta el 2023, con la légica reduccion
de costos. Un ejemplo del funcionamiento de esta ley es el procesador Intel Core 19 del
2017, el cual contenia 2.600 millones de transistores. El objetivo final en este campo es la
reduccion cada vez mayor del tamafio de los transistores y la consiguiente disminucion del
consumo de energia.

Componentes magnéticos

Ademas de los componentes eléctricos, un computador estd compuesto por muchos elemen-
tos magnéticos: desde el disco duro hasta el ventilador del computador funcionan a partir
de materiales magnéticos. Todo lo relativo a la grabacion, la lectura y el almacenamiento de
datos se hace por medios magnéticos. Con respecto a la grabacion magnética, la primera
propiedad que se busca es que la informacion guardada sea mucha y utilice poco espacio.
La otra propiedad deseable es que la informacion se mantenga con los afios y que no
se borre facilmente. El objetivo es que los componentes magnéticos sean cada vez mas
pequeios, que almacenen cada vez mas informacion y que esta no se borre facilmente. En
la tabla 1 se relacionan las ventajas de utilizar las componentes magnéticas y las com-
ponentes eléctricas en un computador.

Objetivo principal de la espintronica

Los componentes eléctricos utilizan la carga del electron, en tanto que los componentes
magnéticos utilizan el espin del electron. El objetivo principal de lo que se conoce como
espintronica es combinar lo mejor del aspecto eléctrico y del aspecto magnético del
electron de forma tal que se puedan obtener efectos novedosos y diferentes que los de
la electronica convencional. Se trata de usar el grado de libertad que tiene el espin en
corrientes polarizadas buscando que el electron utilice su carga y su espin al mismo tiempo
para reducir el nimero de componentes necesarios en un computador. En otras palabras,
tener en un solo componente la informaciéon magnética guardada y, ademas, que se mueva
a la velocidad de la carga del electron.

Conceptos fisicos

Semiconductores

La conductividad eléctrica de diferentes materiales se puede explicar con base en la teoria
de bandas, la cual describe la estructura electronica como una estructura de bandas de
energia. Esta teoria se basa en que los orbitales de un adtomo se solapan, y cuando los
atomos son muchos, se forman bandas continuas de energia: tenemos la banda de valencia
(BV), ocupada por los electrones de valencia, los cuales no ayudan en la conduccion,
y la banda de conduccion (BC), ocupada por los electrones libres responsables de la
corriente (Figura 1A). Los materiales se clasifican segun su resistividad en conductores,
semiconductores y aislantes.

Los semiconductores son elementos que se comportan como conductores o aislantes
dependiendo de diferentes condiciones externas como la temperatura y los campos eléc-
tricos. En los semiconductores la BV y la BC se encuentran separadas por una barrera
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Tabla 1. Ventajas de las propiedades magnéticas y eléctricas en los computadores

Propiedades magnéticas Propiedades eléctricas

Memoria estable Ancho de banda con aplicaciones de ingenieria
Alta temperatura de ordenamiento Densidad de portadores

Transporte de espin Puerta eléctrica

Base tecnologica para el grabado magnético.  Tecnologia basada en electronica

Se pueden desarrollar transistores basados en  Crear controles propagando informacion en el
espin, interruptores y circuitos logicos. espin en estructuras semiconductoras

Figura 1. A). Poblacion de las bandas de Valencia (BV) y Bandas de Conduccion (BC) de un
semiconductor. B). Estructura del MOSFET: puerta (G), sustrato (B), fuente (S) y drenador (D). El
sustrato es el semiconductor.

de energia pequefia. En el estado aislante la BV se encuentra llena y la BC esta vacia
y se comporta como conductor cuando algunos electrones pasan a ella. Esta situacion
se puede alcanzar dopando el material con otro que ayude a reducir la barrera entre las
bandas, y que algunos electrones puedan ubicarse en la BC; ademads, si se aplica una
diferencia de potencial (V) aparece una corriente. Este es el principio fundamental para
fabricar transistores que, como el que se muestra en la figura 1 B, se conocen como
transistores MOSFET (Metal-oxide-semiconductor Field-Effect Transistor). El MOSFET
es un dispositivo de cuatro terminales llamados fuente (S, de Source), drenador (D de
Drain), puerta (G de Gate) y sustrato (B de Bulk) (Quesada, et al., 2007). Este tipo de
transistor se utiliza para amplificar sefiales electronicas y es muy comun en la industria
microelectronica y en los computadores. En el transistor MOSFET hay una corriente entre
S y D debida al voltaje, pero la puerta G permite o no el paso de dicha corriente. A cada
estado se le asignan los valores de 0 y 1, es decir, una informacién binaria en la que 0 es
el aislante y 1 el conductor. El conductor realiza muchas operaciones por segundo, pero la
informacion es volatil, asi que es necesario aplicar un voltaje para mantenerla almacenada
en el dispositivo, lo que implica consumo de energia para obtener la informacion, y esto
acarrea un costo.

Materiales magnéticos

El magnetismo de los materiales como el Fe se debe al espin de los electrones. Depen-
diendo de la manera como se acoplen los espines, los materiales magnéticos se clasifican
en ferromagnéticos, antiferromagnéticos y otros. Los materiales ferromagnéticos con
alta anisotropia magnética uniaxial (direccion preferencial de magnetizacion) tienen dos
direcciones posibles de magnetizacion: para espines de % valor estas son arriba o abajo, lo
que ofrece la posibilidad de almacenamiento binario, 0 hacia arriba y 1 hacia abajo (Figura
1S, https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/1130/2805). Un disco duro de
computador graba la informacion y esta permanece guardada, en consecuencia, hay un bajo
consumo de energia, pero la velocidad de grabado y de lectura es lenta.
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Materiales espintronicos

En los computadores, los semiconductores se encargan de organizar la informacioén y los
materiales magnéticos la almacenan. Los semiconductores magnéticos unen las dos pro-
piedades en un solo dispositivo, de tal manera que sean rapidos, consuman poca energia
y guarden la informacion. Al utilizar las dos propiedades, se almacena la informacion de
forma permanente y rapida, lo que solo es posible si un mismo electron es el responsable
de la conduccion (carga, q) y de la magnetizacion (espin, s). Si en un material magnético
que genere corrientes polarizadas de espin (corriente de electrones), es decir, con el espin
orientado en una direccion, se usa un filtro de espin (solo pasan corrientes en una direccion
determinada de espin), ello permitiria tener la informacién magnética a través de una
medida eléctrica, lo que implica que seria un proceso rapido.

Magnetorresistencia gigante (MRG)

La magnetorresistencia es la variacién de la resistencia eléctrica cuando el sistema es
sometido a un campo magnético. Esta fue descubierta en 1856, sin embargo, su efecto era
tan solo del 5 %, pero este aumento al 80 % cuando se descubrié la MRG (Baibich, et al.,
1988) (Figura 2A). La MRG es un efecto mecanico cuantico y se observa en estructuras
de multicapas compuestas de peliculas delgadas que alternadamente son ferromagnéticas y
no magnéticas (Figura 2B). Se manifiesta en forma de una disminucion significativa de
la resistencia eléctrica observada bajo la aplicacion de un campo magnético externo.
Cuando el campo es nulo, las dos capas ferromagnéticas adyacentes tienen una magnetiza-
cién antiparalela, y con la aplicacion de un campo magnético externo, las magnetizacio-
nes respectivas de las dos capas se alinean y la resistencia de la multicapa cae de manera
subita. Los espines de los electrones de la sustancia no magnética se alinean paralela y
antiparalelamente al campo magnético aplicado en igual numero y, por lo tanto, sufren un
cambio de difusion magnética en menor medida con respecto a las capas ferromagnéticas
que se magnetizan de forma paralela. Este efecto se basa en la orientacidn del espin.

En el tratamiento fisico de la MRG y de la espintronica se trata de incluir “el grado de
libertad del espin en corrientes polarizadas™ para asi obtener nuevas propiedades ademas
de las ya conocidas en la electronica normal (Fert & Campbell, 1968; Loegel & Gautier,
1971). Debido a la asimetria en la densidad de estados de los materiales ferromagnéticos,
hay un estado del espin mas abundante que otro, lo que resulta en distintas conductividades
para los electrones de conduccion segun su espin (Figura 28, https://www.raccefyn.co/
index.php/raccefyn/article/view/1130/2806). La conduccion depende del estado del espin,
lo cual lleva al “modelo de dos corrientes” para la conduccion en ferromagnetos. Esta
propiedad tiene muchas aplicaciones: sensores magnéticos para la industria automotriz,
cabezas lectoras de los discos duros, en los que, ademas, se ha logrado aumentar la densidad
de informacion almacenada.

Figura 2. A) Variacion de la resistencia en presencia de un campo magnético B) Orientacion de espin
en capas antiparalelas.
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Espintronica con semiconductores magnéticos

Los semiconductores magnéticos exhiben propiedades ferromagnéticas y de semicon-
duccién que, al ser implementadas en diferentes dispositivos permitirian nuevos tipos
de conduccion. Los semiconductores magnéticos diluidos (SMD) se basan en semicon-
ductores dopados con metales magnéticos (<10 %). En la figura 3 se muestra un esquema
representativo de una red semiconductora con iones magnéticos.

Teorias del magnetismo en los SMD

La primera contribucion fue de Onho (1998), quien propuso dopar con una pequefia
cantidad de atomos magnéticos la matriz de un semiconductor (Figura 3) para inducir,
asi, magnetismo en el semiconductor sin que cambie la estructura de bandas del semi-
conductor. Las impurezas magnéticas se encuentran en posiciones sustitucionales de la
red del semiconductor, aisladas dentro de la matriz y separadas por largas distancias una
de otra, de manera que no es posible una interaccion ferromagnética directa entre d&tomos
magnéticos en ausencia de campo. Pero hay una interaccion indirecta entre las impurezas
magnéticas a través de los electrones de conduccion, el llamado mecanismo de Zener
(1951). Puesto que los electrones tienen espin, la presencia de las impurezas magnéticas
en la matriz semiconductora introduce un nuevo término de energia de intercambio en el
sistema que es:

AH=J Y. S:s, (1),

i

donde S, el espin de las impurezas magnéticas y s, el espin de los electrones de conduccion,
RS la energia de interaccion entre el espin de los electrones de la banda de conduccion que
se forma a partir de orbitales p del semiconductor y los momentos magnéticos localizados
del orbital d de la impureza magnética.

En ambos casos, los electrones de conduccion del material estan polarizados, por lo
que, al aplicar una diferencia de potencial, se generan corrientes polarizadas en el espin, es
decir, se crea un acoplamiento entre el estado magnético y las propiedades de conduccion
del material. Otro modelo es el bond magnetic polaron (BPM), propuesto por Torrence
y después usado por Coey (Torrace, et al., 1972; Coey, et al., 2005) para explicar el
ferromagnetismo de nitruros magnéticos diluidos por la accion de los electrones donadores
superficiales en la formacion de polarones magnéticos enlazados, los cuales se sobreponen
para crear una banda de impureza espin-split. Los célculos desarrollados por el grupo de
Ohno predecian que lamayoria de los DMS presentarian temperaturas de Curie por debajo de
la temperatura ambiente, pero que algunos compuestos si podrian mostrar comportamiento
ferromagnético a temperatura ambiente (Dietl, ez al., 2000). Segun estos calculos, el 6xido

Figura 3. Iones magnéticos en una red semiconductora.
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de zinc (ZnO) dopado con manganeso era el mejor candidato, ya que deberia presentar una
temperatura de Curie superior a los 400 K. A partir de esta prediccion, se ha estudiado el
semiconductor ZnO dopado con pequeiias cantidades de atomos magnéticos como Mn,
Co, Cr y Ni con el objetivo de encontrar ferromagnetismo por encima de la temperatura
ambiente (Ueda, ef al., 2001; Sharma, et al., 2003). Las variaciones en los resultados
indican que el ferromagnetismo del sistema depende mucho de la forma de preparacion
(Sharma, et al., 2004; Ahmed, et al., 2017). En los estudios de ZnO dopado con Fe por
aleamiento mecanico (Debjani, et al., 2007; Fan, ef al., 2010; Lin, et al., 2010; Ramos,
et al., 2014; Beltran, et al., 2015; Zamora, et al., 2015; Casanova, et al., 2018), se ha
evidenciado un comportamiento ferromagnético con temperatura de Curie por encima de
la temperatura ambiente.

Zn0 dopado con Fe preparado por aleamiento mecdnico

En este apartado se presenta un resumen de los resultados obtenidos y publicados en el
estudio del comportamiento estructural y magnético de ZnO dopado con Fe por aleamiento
mecanico (Piamba, et al., 2012; Zamora, et al., 2015; Casanova, et al., 2018). Se
ensayaron tres rutas diferentes: 1) variando la concentracion del dopante en porcentaje
atomico; 2) dejando la concentracién constante y variando el tiempo de molienda, y 3)
dejando la concentracion y el tiempo de molienda constantes y variando la RPB. Para la
preparacion de las muestras que fueron estudiadas se utilizaron polvos de alta pureza de
ZnO y o-Fe, los cuales se mezclaron con la composicion nominal deseada en porcentaje
atomico y, posteriormente, aleados en un molino planetario de bolas. Las muestras se
caracterizaron mediante difraccion de rayos X (DRX), espectrometria Mossbauer (EM) y
magnetometria de muestra vibrante (VSM).

Resultados y analisis

Variacion de la concentracion de Fe agregada a ZnO

El sistema estudiado fue el ZnO, Fe, con x = 0,03, 0,05 y 0,1 (3, 5y 10 % de Fe,
respectivamente). La relacion entre el peso de bolas y el de elementos (RPB) fue de 15:1,
con un tiempo de molienda de 36 horas. De los patrones de difraccion de rayos-x (Figura
4A), y después de hacer los refinamientos con el método de Rietveld, se comprobo que el
sistema con x = 0,03 presentaba la fase hexagonal wurtzita del ZnO, con parametros de
red de a =3.260 A y ¢ = 5.200 A y un tamafio medio de cristalito de ~ 18 nm. Para x =
0,05 y x = 0,10, ademas de la wurtzita del ZnO, con parametros de red similares a los de
x=0,03, se obtuvo la fase de tipo bce del a-Fe con un pardmetro de red de a = 2.885 A,
y tamafios medios de cristalito de ~93 nm y ~11 nm para las muestras con x = 0,05 y x =
0,10, respectivamente. El espectro Mossbauer (Figura 4B) para x = 0,03 se ajusté con dos
dobletes, el primero con valores de desvio isomérico de ISO~0,280 mm/s, desdoblamiento
cuadrupolar de QUA~ 0,690 mm/s y ancho de linea de I 0,52 mm/s, asociado al Fe’*; y
el segundo con valores ISO~0,925 mm/s, QUA ~1,52, y I" de 0,81 mm/s, asociado al
Fe?*, en concordancia con los parametros reportados en la literatura (Murad & Cashion,
2004; Lin, et al., 2007). Los espectros Mdssbauer para las muestras con x = 0,05 y =
0,10 se ajustaron con tres componentes, dos dobletes anchos y una distribucion de campo.
Los dos dobletes obtenidos para las muestras tuvieron pardmetros Mossbauer medios muy
similares a los obtenidos para la muestra con x = 0,03, por lo que correspondian a los
sitios de Fe™ y Fe™, y la distribucion de campo se asocié al a-Fe. Este resultado con
espectrometria Mossbauer esta en concordancia con los resultados obtenidos mediante
DRX. Los anchos de linea estuvieron por encima de 0,4 mm/s, lo que evidencid que esta
muestra aparecié desordenada como consecuencia del alto tiempo de molienda (36 horas)
y por la distribucion de los tamafios de los cristalitos. En todas las muestras se encontro
Fe** y Fe?*, a diferencia de los reportes de autores que han reportado que los iones de Zn?*
son sustituidos tnicamente por Fe?" (Zhang, et al., 2007), y de otros que han reportado la
sustitucion del Fe tinicamente como Fe** (Elilarassi, et al., 2017). Los variados resulta-
dos reportados para el sistema ZnO dopado con Fe se deben a los diferentes procesos de
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Figura 4. A) Espectros de rayos X para las muestras con x=0.03, 0.05 y 0.1. B) Espectros Mdssbauer para x=0.03, 0.05 y 0.1 (— o-Fe,
Fe'', —Fe?)

preparacion de las muestras, incluida la molienda mecanica, que tienen muchos parame-
tros que deben tenerse en cuenta. Para x = 0,05 y 0,10 solo una parte de los atomos de Fe
se introdujeron en la red de ZnO, los otros quedaron segregados dentro de la muestra. Los
espectros Mossbauer para diferentes tiempos de molienda de este sistema fueron reporta-
dos por Zamora, et al. (2015) como se resume en la siguiente seccion.

Variacion de las horas de molienda y mantenimiento de la misma composicion

En la segunda parte de la investigacion se hizo la molienda con una concentracion de 10 %
de Fe y una relacion RPB de 15:1 y se variaron las horas de molienda (6h, 12h, 24h, 36h y
99h). Tanto los patrones de rayos X como los espectros Mossbauer fueron similares a los
mostrados en la figura 4 para x = 0,1 (Zamora, et al., 2015). Después del refinamiento de
los patrones de rayos X en todas las muestras se evidenciaron las estructuras wurtzita del
ZnO y la bece de la o-Fe.

Los espectros Mossbauer se ajustaron con tres componentes: una fase ferromagnética
asociada con la a-Fe y dos sitios paramagnéticos asociados con los atomos de Fe que
penetran dentro de la matriz de ZnO, comportandose como Fe** y Fe*', comportamiento
similar al mostrado en la seccion anterior para x = 0,1. Al analizar el comportamiento de
las 4reas espectrales en los ajustes de los espectros Mossbauer, se demostré que a medida
que aumentan las horas de molienda, el 4rea total de las fases paramagnéticas también lo
hace, en tanto que el area de la fase magnética disminuye, lo que indica que el Fe se va
introduciendo dentro de la matriz de ZnO; también se observd que a partir de 24 horas esta
area ya no cambia, lo que indica que una molienda de mas de 24 horas no permite que el
Fe penetre mas dentro de la ZnO.
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En la figura 5A se muestran las medidas de ciclos de histéresis obtenidas por VSM. Al
analizarlas, presentaron campos coercitivos tipicos de materiales magnéticos semiblandos,
que van desde 330 a 585 Oe. El campo coercitivo obtenido en las muestras utilizando
un VSM fue mayor que el obtenido para el Fe, el cual fue menor de 12 Oe, lo que se
explica por el tamafio nanométrico de los cristalitos que se obtuvieron como producto del
proceso de molienda. Este tamafio hace que el nimero de dominios magnéticos dentro
del grano sea menor, endureciendo asi el material. Las medidas de resistencia en funcion
de la temperatura se muestran en la figura 5B, con un comportamiento tipico de un
semiconductor, es decir, cuando el Fe sustituye al Zn la estructura de bandas no se modifica
considerablemente y la banda de valencia contintia separada de la banda de conduccion.
Se puede decir que a temperatura ambiente y a bajas temperaturas, los materiales son
ferromagnéticos débiles y semiconductores.

Variacion de la relacion RPB

Teniendo en cuenta que al variar la concentracion y las horas de molienda no se logro
introducir todo el Fe dentro de la matriz de ZnO, se decidié variar la relacion RPB, es
decir, aumentar la energia sobre el sistema. Este estudio se realiz6 para x = 0,1 y 24 horas
de molienda, en tanto que los valores de RPB escogidos fueron de 15:1, 20:1, 25:1 y
30:1. Todos los patrones de rayos X y los espectros Mossbauer para estas muestras fueron
similares a los mostrados en la figura 4.

En los refinamientos de los patrones de rayos X se encontr6 que todas las muestras
presentaban solamente la estructura wurtzita, excepto la de 15:1, a la cual fue necesario
adicionar la estructura del Fe. El tamafio medio de los cristalitos encontrados estuvo
alrededor de 100 A. En la figura 6 se presenta la estructura de la muestra aleada con una
RPB de 30:1, la cual se obtuvo con el programa VESTA (Izumi, 2007). Para la obtencién
de la estructura con dicho programa, se utilizé la tltima iteracioén del refinamiento con el
método Rietveld obtenida con el programa GSAS, la cual permite obtener las fracciones de
ocupacion de los sitios de Zn y O. En la figura 6 se ve que el Zn tiene una franja triangular
amarilla asociada con la posible ocupacion por Fe, en tanto que no hay probabilidad de
sustituir los oxigenos, aunque sus atomos presentan también una franja triangular clara
que se asocid con sus vacancias. Esto también se explica porque los tamafios i6nicos
del Fe*", Fe*" y Zn?>" son similares (77, 65 y 75 pm, respectivamente). Los atomos de Zn
estan rodeados por 4 atomos de oxigeno, con una estructura tetraédrica, y el Zn tiene una
probabilidad del 10 % de ser ocupado por atomos de Fe segtin el resultado del refinamiento
del patron de difraccion y en concordancia con la franja clara de sustitucion del Zn por el
Fe de la figura 6. Los iones O* tienen tamafios ionicos de 140 pm vy, si fuesen sustituidos
por iones de Fe, implicaria una gran disminucion de los parametros de red, lo cual no se
observo mediante DRX.

Figura 5. A) Ciclos de histéresis. B) Resistividad en funcién de la temperatura; para Zn Fe O,
variando las horas de molienda.
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Los espectros Mdssbauer se ajustaron con dos dobletes correspondientes a Fe** y Fe?',
excepto para la relacion de 15:1, en la cual fue necesario un sextete adicional asociado con
el Fe segregado dentro de la muestra, es decir, el Fe que no alcanzo a penetrar y disolverse
en la matriz de ZnO. Al aumentar la RPB, se logré que todo el Fe se introdujera dentro de
la matriz de ZnO. Las medidas de magnetizacion (VSM) revelaron un comportamiento
magnético a temperatura ambiente. En la muestra con RPB de 15:1, el magnetismo se
debio al Fe segregado, y en las otras muestras se adoptd el modelo de polarones para
explicarlo. En este estudio, los difractogramas de rayos X y los espectros Mdssbauer no
se presentan, pero se reportan en Casanova, et al. (2018) y, ademas, son similares a los
presentados en la figura 4 para x = 0,03.

Sobre el modelo de polarones: en las muestras con RPB >20:1, los 4&tomos de Fe fueron
solubles dentro de la matriz de ZnO. Ademas, esta observacion sugiere que a temperatura
ambiente los iones de Fe en la estructura de ZnO no presentan un orden magnético (son
dobletes). En las medidas de VSM todas las muestras presentaron un comportamiento
ferromagnético sin ninguna dependencia progresiva con el aumento de los valores de RPB.
Las curvas M-H en las muestras con RPB igual o mayor a 20:1 parecen ser contrarias
a los espectros Mossbauer. Este comportamiento es similar al reportado por varios
autores (Fan, et al., 2010; Lin, et al., 2007; Beltran, et al., 2015; Mishra, et al., 2010).
El origen de esta discrepancia esta ain sin resolver y se han propuesto varios modelos
para explicar este comportamiento. Lin, et al. (2007) consideraron que la diferencia se
explicaba por un proceso de relacion espin-red y Mishra & Das (2010) propusieron que
se debia al tiempo de escala de medida entre ambas técnicas (~100 s para magnetizacion
y ~10% s para espectroscopia MGssbauer). En muestras preparadas en peliculas delgadas
el magnetismo se explica por la acumulacion de Fe en las fronteras de grano (Boris, et al.,
2013; Protasova, et al., 2014).

Después del refinamiento de los difractogramas con el método de Rietveld, se encon-
tr6 que en todos ellos los sitios correspondientes a los atomos de O presentaban una frac-
cion de ocupacion menor a 1, lo que indica que existen vacancias de O, tal como lo ilustra
la franja triangular clara de la figura 6; por ese motivo se propone el modelo para explicar
el magnetismo ilustrado en la figura 7. Este modelo se postula con base en la propuesta del
polarén magnético ligado (PML) hecha por Torrace, et al. (1972) utilizada luego por Coy,
et al. (2005) para explicar el ferromagnetismo de nitruros magnéticos diluidos. En la figura
7 se ilustra como los electrones de conduccion ocupan los huecos del oxigeno y como los
dos préximos vecinos de Fe son polarizados antiparalelamente a estos electrones de forma

Figura 6. Diagrama esquematico de la estructura cristalina de (Zn,,Fe,,)O con RPB 30:1.
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Figura 7. Dibujo esquematico de la percolacion de los plasmones de diferentes tamafios.

que los espines de Fe se alinean paralelamente entre si. Estos espines afectan su entorno y
crean una region de influencia llamada polardn; ademas, debido al desorden inducido por
la molienda, diferentes tipos y tamafios de polarones se forman y pueden percolar para pro-
ducir un orden ferromagnético. El fendmeno colectivo se detecta mediante VSM, pero no
con espectroscopia Mdssbauer, ya que las medidas de magnetizacion detectan el momento
magnético medio por unidad de volumen de los polarones, en tanto que la espectroscopia
Maossbauer detecta la interaccion local entre los momentos magnéticos de los atomos de Fe
con el campo interno en su posicion, el cual no existe debido a la gran separacion entre los
pares de atomos de Fe alineados por los electrones de conduccion.

Conclusion

Con el objetivo de dopar materiales semiconductores con iones magnéticos, se estudio el
sistema ZnO dopado con Fe utilizando aleamiento mecanico. Se concluye que el uso del
aleamiento mecanico tiene muchas variables que deben tenerse en cuenta: la concentra-
cion del material dopante (Fe), las horas de molienda y la relacion RPB. Todos los siste-
mas reportados en este articulo presentan comportamiento ferromagnético y semicon-
ductor a temperatura ambiente. Con aleamiento mecénico solo se logré que los dtomos
de Fe se diluyeran dentro de la red de ZnO cuando se aumentd la energia de molienda,
es decir, al aumentar la RPB. Para explicar el magnetismo en este sistema, se propuso
un modelo de polarones. Todavia quedan muchas variables que deben considerarse para
tener claro el origen del magnetismo y sus posibles aplicaciones. La explicacion teorica
del magnetismo en los semiconductores magnéticos diluidos sigue siendo un reto y, en
la practica, el almacenamiento de la informacion es importante; se necesitan sistemas
magnéticos semiduros y, ademas, que la temperatura de Curie sea alta. Estos son los retos
de la espintronica que hay que seguir estudiando.

Material suplementario

Figura 1S. A) Eje facil de magnetizacion (arriba y abajo). B) Disco duro y orientacion
de la magnetizacion. Vea la figura 1S en https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/
article/view/1130/2805

Figura 2S. A) Esquemas de bandas de un metal ferromagnético. B) La conductividad
puede ser interpretada en dos canales independientes de cada espin. Vea la figura 2S en
https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/1130/2806
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Abstract

One of the main hypotheses to explain the origin of Amazonian diversity is the barrier effect of
the rivers known as the riverine-barrier hypothesis, which suggests that riverine barriers isolated
once continuous populations leading to differentiation and speciation. In this context, we studied the
genetic structure of Pristimantis latro, a newly described species that inhabits a region under marked
anthropic pressure due to expansive livestock, illegal mining, and hydroelectric dam construction.
The DNA was extracted from 52 P. latro individuals and then amplified via polymerase chain
reaction (PCR) using the mitochondrial 16S rRNA and COI markers. To infer the time of divergence
between the P, latro localities, we built a species tree and performed an analysis of molecular variance
(AMOVA) to infer the genetic differentiation between and within the P. latro populations. We found
that P. latro has a marked genetic structure in the populations of the right and left margins of the
Xingu River and within the Tapajos-Xingu and Xingu-Tocantins interfluvial regions and that the
time of divergence between the populations of the East and West banks of the Xingu River occurred
approximately 380,000 years ago. This pattern of genetic structure corresponds to that reported in
recent articles for the Pristimantis genus evidencing that species without tadpoles exhibit a genetic
structure explained by the hypothesis of rivers as barriers.

Keywords: Mitochondrial DNA; Isolation by distance; Rivers as barrier; Terrarana; Divergence times.

Resumen

Una de las principales hipotesis para explicar el origen de la diversidad amazdnica invoca el efecto
de barrera de los rios para explicar los patrones de diversidad. Esa hipdtesis propone que algunos
rios pueden separar poblaciones continuas conduciendo a la diferenciacion y la especiacion. En
ese sentido nos propusimos estudiar la estructura genética de Pristimantis latro, una especie recién
descrita que habita una region bajo fuerte presion antropica producto de la ganaderia expansiva, la
mineria ilegal y la construccion de represas hidroeléctricas. EIl ADN se extrajo de 52 individuos de
P. latro y se amplifico mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) usando los marcadores
mitocondriales 16S rRNA y COI. Para inferir el tiempo de divergencia entre las localidades de
P. latro, construimos un arbol de especies e hicimos analisis de varianza molecular (AMOVA)
para inferir la diferenciacion genética entre y dentro de las poblaciones de P. latro. Encontramos
que P. latro presenta una estructuracion genética en las poblaciones de las margenes derecha e
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izquierda del rio Xingu y dentro de las regiones interfluviales deTapajos-Xingu y Xingu-Tocantins.
Asimismo, el tiempo de divergencia entre las poblaciones de las margenes derecha e izquierda del
rio Xingu aconteci6 hace aproximadamente 380.000 afios. El patron de estructura genética que se
encontrd se corresponde con el indicado en articulos recientes para el género Pristimantis, el cual
revela que las especies sin renacuajos exhiben una estructura genética que responde a la hipdtesis
de los rios como barreras.

Palabras clave: ADN mitocondrial; Aislamiento por distancia; Rios como barrera; Terrarana;
Tiempo de divergencia.

Introduction

One of the premises about population genetics predicts that dispersion decreases with an
increased geographic distance where gene flow is generally lower among geographically
distant populations causing a pattern of isolation by distance (Wright, 1943). It is well
known that, besides dispersion, there are vicariant events (river and mountain formation)
that explain biologic diversification.

Many hypotheses have been put forward to explain the high levels of diversity in
Amazonia (Da Rocha & Kaefer, 2019). One of them, known as the riverine-barrier
hypothesis, invokes the barrier effect of the rivers to explain patterns of diversity
(Wallace, 1852; Bates, 1874) and proposes that riverine barriers separate once continuous
populations leading to differentiation and speciation. However, we know little about the
genetic structure of tropical anuran populations, especially those groups with cryptic
diversity in tropical regions due to the marked phenotypic conservatism present between
species as compared to the marked structuring and high genetic differentiation observed
between different populations (Vieites, ef al., 2009; Kaefer, et al.,, 2013; Guayasamin,
etal., 2017).

A good example of this effect on anurans is the genus Pristimantis Jiménez De la
Espada 1870, the most diverse among all vertebrate groups (Fouquet, ef al, 2013). This
diversity may be associated with the evolution of the direct development characteristic
of Terrarana, which makes them interesting for evolution studies since species with such
traits have poor dispersion capacity and philopatry (Beebee & Griffiths, 2005; Fouquet, ez
al., 2012). As a consequence of their life history, populations tend to be highly genetically
structured and retain marked signs of past evolutionary processes making them good
models for testing evolutionary hypotheses (Funk, ef al., 2012; Fouquet, et al., 2012).

Pristimantis latro Oliveira, Rodrigues, Kaefer, Pinto, and Hernandez-Ruz 2017 is
found in the eastern Amazon between the Tapajos and the Tocantins— Araguaia Rivers
occupying both banks of the Xingu River (Oliveira, et al.,, 2017). In the region, primary
forests have a high degree of fragmentation and degradation with the substitution of the
land cover mainly by extensive livestock and the advance of soy crops (Almeida, et al.,
2014). Given the increase in environmental threats and habitat reduction on the newly
described species and the lack of knowledge about the genetic structure of P. latro, we
used fragments of the mitochondrial 16s rRNA and COI genes to: 1) Evaluate patterns
of genetic structure; 2) test whether there is a relationship between the genetic distance
and the geographic distance of different localities; 3) to reconstruct the phylogenetic
relationships among the populations, and 4) to estimate the time of divergence between
the sampled localities.

Methodology

Study area and sampling

Fifty-two individuals of P. latro were collected in eight municipalities in the state of Para,
Brazil: Santarém, Medicilandia, Brasil Novo, Vitdria do Xingu, Altamira, Anapu, Senador
José Porfirio, and Maraba (Figure 1). The forest composition in the study area varies
from dense ombrophylous forest to lowland ombrophylous forest (Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica - IBGE, 2012) with immense pasture areas.
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Figure 1. Map of Pristimantis latro capture localities. The red circles represent the localities from
the left bank of the Xingu River and the green ones the localities from the right bank. The numbers
correspond to the following sampled localities: 1) Santarém; 2) Medicilandia; 3) Brasil Novo; 4)
Altamira; 5) Vitéria do Xingu; 6) Senador José Porfirio; 7) Anapu (Type locality), and 8) Maraba.

The specimens collected in the field were euthanized with topical lidocaine ointment
(benzotop®). The muscle or liver tissues were removed and stored in 95% ethanol.
Specimens were fixed in 10% formalin, stored in 70% alcohol, and deposited in the
Zoology Laboratory Collection- Adriano Giorgi of the Faculty of Biological Sciences at
the Federal University of Para — UFPA, Altamira Campus.

DNA extraction, amplification, and sequencing

The total genomic DNA was extracted with the CTAB protocol (Doyle & Doyle,
1987) and resuspended with 30 pL of ultrapure water. DNA quality was verified using
1% agarose gel in electrophoresis. Polymerase chain reaction (PCR) was performed to
amplify a 600 bp fragment of the mitochondrial 16S rRNA gene and a 600 bp fragment of
the mitochondrial cytochrome oxidase subunit I (COI) gene.

The amplification reaction of the mitochondrial 16S rRNA gene fragment was done
under the following conditions: An initial temperature of 92°C (60 sec.), followed by 35
cycles of 92°C (60 sec), 50°C (50 sec) and 72°C (1.5 min) and a final extension at 72°C
for 7 min. For the amplification of the mitochondrial COI gene fragment, we used the
following conditions: 95°C (3 min), followed by 35 cycles of 95°C (of 30 sec), 53°C (30
sec), and 72°C (40 sec), and a final extension of 72°C (7 min).

The sequencing reactions were performed using the BigDye™ Terminator kit (Life
Technology) following the manufacturer’s protocol and using the forward primers 16S
A (mtDNA) (Palumbi, 1991) and COI LCO 1590 (Folmer, et al., 1989). The products
were precipitated with ethanol according to the manufacturer’s recommendations
(Applied Biosystems™), resuspended in 10 pL of formamide (Thermo Scientific™), and
subsequently injected into the automatic ABI sequencer 3500XL (Applied Biosystems™),

Alignment of sequences and molecular dating

We aligned the sequences using the BioEdit software (Hall, 1999) using the ClustalW
algorithm (Thompson, ef al., 1996) and edited manually (checking the spectrograms for
errors). To infer the time of divergence between the P. latro localities, we built a species
tree using the software BEAST v1.8 (Drummond, ef al., 2012) using both the 16S and COI
genes with the GTR + G evolutionary model chosen in the jModelTest software (Darriba
et al., 2012) via corrected Akaike information criterion (AICc) and using a coalescent:
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constant size as tree prior. The species of Pristimantis used as outgroup were described by
Oliveira, ef al. (2020). The total number of sequences used for each locality in this study
are shown in table 1. Given the absence of a fossil record, we used a general mutation
rate for the 16S of 0.0028 per lineages per millions of years (Lymberakis, et al., 2007;
Lemmon, et al., 2008) and a fixed substitution rate of 1.0 to COI mtDNA according to
Fourdrilis, et al. (2016). The chain (MCMC) had 500 million generations with a tree
sampled every one thousand generations. Thus, we recorded 50.000 trees and discarded
the first 10.000 considering a 20% burn-in.

We performed such analyses assuming a lognormal relaxed molecular clock, which
presumes independent rates in different branches (Drummond, ef al., 2006). The previous
trees were modeled according to the Yule speciation process. The burn-in value was
selected by viewing the log likelihoods associated with the distribution of the tree with the
Tracer v1.5 software (Drummond & Rambaut, 2007), discarding 20% of the trees with
the TreeAnnotator v1.6.6 (Drummond & Rambaut, 2007).

We obtained the uncorrected pairwise genetic distances p between localities in the
program MEGA 6.0 (Tamura, et al., 2013) using the p distance for the 16S rRNA and the
Kimura 2 parameter (K2P) for the COIL.

Population structure analysis

We only used the COI gene as it had the largest number of sequenced locations compared
to the 16S. We implemented a Bayesian Analysis of Population Structure (BAPS) in
the BAPS 5.0 software (Corander, et al, 2008) to find clusters formed with the COI
gene sequences (eight localities). The BAPS software uses nucleotide frequencies of the
samples to infer the K number of genetically different groups through Bayesian analysis
allocating similar sequences in the same group. The maximum number of K chosen for the
analysis was eight, which corresponded to each locality. We used the log-likelihood value
to choose the most likely grouping configuration. We performed an analysis of molecular
variance (AMOVA) to infer the genetic differentiation between and within the P. latro
populations using the Arlequin 3.0 program (Excoffier, et al., 2005).

To estimate the genealogical relationships among individuals, we produced a net-
work of haplotypes based on the topology of a phylogenetic tree for the COI gene
built with the TreeFinder software (Jobb, 2011) with 10,000 non-parametric bootstrap
replicas (Felsentein, 1985). We built the haplotypes network using the HaploView
software (Salzburger, ef al., 2011) to determine the number of haplotypes shared based
on likelihood calculations. We did not use 16S gene sequences in the BAPS analysis and
haplotypes network.

Table 1. Sampling localities of Pristimantis latro and respective numbers of mitochondrial genes
(16S rRNA and COI) samples

Cluster Local. Locality Coordinates 16S COIl
1 1 Santarém (PA) 2°1°24.44”S; 51°36°4.80”0 3 3
2 and 3 2 Medicilandia (PA) 3°26°37.93”S; 52°53°35.26”0 10 8
3 3 Brasil Novo (PA) 3°40°14.23”S; 52°30°51.8770 1 1
3 4 Altamira (PA) 3°13°24.85”S; 52°14°22.74”0 16 8
3 5 Vitoria do Xingu (PA)  3°23°12.95”S; 51°50°14.23”0 12 10
4and 5 6 S. José Porfirio (PA) 2°34°7.60'S; 51°50°54.90”0 3 2
4 and 5 7 Anapu (PA) 3°9°28.15”S; 51°27°51.67°0 7 4
4 and 5 8 Maraba (PA) 5°22°50.86’S; 49° 7°46.12”0 - 2
Total 52 38
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To calculate the relative importance of isolation by distance, we used the simple Mantel
test performed in the Alleles In Space (AIS) program (Miller, 2005) for the COI marker
only as it presented more localities. The Mantel test involves estimating the correlation
between two matrices through Pearson’s correlation 7 coefficient. The significance of r
values was estimated by 1.000 permutations.

Results

Molecular dating and genetic distance

We obtained 52 sequences of the 16S rRNA gene fragment corresponding to eight
haplotypes with 521 bp, 507 preserved sites, 14 variable sites, and 11 informative sites, as
well as 41 COI DNAmt sequences equivalent to 14 haplotypes with 617 bp, 579 preserved
sites, 38 variable sites, and 31 informative sites. Within P. latro, the first cladogenesis event
occurred around 0.860 Ma (95% HPD: 0.26 - 1.87 Ma), which separated the populations of
Santarém (STM) from the others of P. latro. The second cladogenesis event was between
the east and west margins around 0.380 Ma (95% HPD: 0.16 - 0.67 Ma) (Figure 2). Table
2 shows all the divergence times and the HPD interval.

The genetic distance within P. latro presented a variation of 0.1 — 8.3% for the COI
gene (Supplementary material 1, https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/
view/956/2807) and 0 — 1.7% for the 16S rRNA gene (Supplementary material 2, https://
www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/956/2808). Between the left and right
banks, the distance was 2.8 — 4.6% for COI and 0 — 1.5% for 16S. The greatest genetic
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Figure 2. Tree of P. latro species based on the Bayesian analysis for the 16S and COI genes. The values of the branches indicate the posterior
probability. The scale bar shows the number of replacements per site. Abbreviations represent the localities where P. latro was studied in
the Xingu region: Municipality of Santarém (STM), Municipality of Medicilandia (MED), Brazil Novo (BRN), Altamira (ATM), Vitdria do
Xingu (VTX), Senador José Porfirio (SEN), and Anapu (ANA), those for Pristimantis giorgii: (FUP, Fazenda Uberlandia Portel - PA; MAR,
Marabéa — PA, and CAX, Caxiuana - PA), for P. pictus: (JAC, Jacareacanga; PAR, Paranaita - MT; COT, Cotriguagu - MT; NMU , New World
- MT; CRI, Cristalino - MT), and Pristimantis sp. (TER, Terra do Meio - PA).
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distance (8.3% for COI) was between P. latro from the Maraba and Senador José Porfirio
municipalities with a geographic distance of 443 Km, whereas for 16S (1.7%), it was
between P. latro from the Brasil Novo + Medicilandia and Santarém municipalities with a
geographic distance of 240 Km. The most geographically distant localities (Santarém and
Maraba, located on the opposite banks of the Xingu River, 701 Km), showed a genetic
distance of 5.1% for the COI. Due to the absence of sequences for the 16S gene from
Maraba, this comparison could not be made, therefore, we compared the Santarém and
Anapu municipalities (opposite banks of the Xingu River) ~377 Km apart, which presented
a 1% genetic distance between one another.

Population structure

Pristimantis latro presented a marked genetic structure for the COI gene (logML =
-382.8427; probability = 0.99) forming five clusters (Figure 3): Cluster 1 (Santarém);
Cluster 2 (Medicilandia — A); Cluster 3 (Medicilandia-B, Brasil Novo, Altamira, and
Vitéria do Xingu); Cluster 4 (Senador José Porfirio-A and Anapu — A); and Cluster 5
(Anapu-B, Senador Jos¢ Porfirio-B, and Maraba). In the haplotypes network (Figure 4),
we observed no shared of haplotype between the east and west banks of the Xingu River
corroborating the result of the BAPS.

The result of the AMOVA for the COI gene revealed that most of the genetic differen-
tiation is distributed among the five clusters resulting from the haplotypes network and the
BAPS (79.51%) while a smaller part within them (20.49%) (¢ST = 0.79; p=0.00) (Table
3) showed a marked population structure in P. /atro. The Mantel test revealed a positive
and significant correlation between geographic and genetic distances (P<0.001; r=0.558)
indicating a marked role of random events in the reproductive isolation between popula-
tions and genetic drifting in the process of evolutionary diversification of the studied marker.

Table 2. Divergence time between populations of Pristimantis latro. Terra do Meio (TER); Santarém
(STM); Medicilandia (MED); Brasil Novo (BRN); Altamira (ATM); Vitéria do Xingu (VTX);
Senador José Porfirio (SEN), and Anapu (ANA)

Millions of years (Interval HPD 95%)

TER/ Pristimantis spp. 16.50 (4.16 - 24.81)
P. giorgii/P. latro + P. pictus 11.74 (6.04 - 16.83)
P. pictus/P.latro 7.43 (3.91 - 11.26)
STM/ANA+SEN+VTX+MED+BRN+ATM 0.86 (0.26 - 1.87)
SEN+ANA/VTX+MED+BRN+ATM 0.38 (0.16 - 0.67)

Figure 3. Population structure of P. latro from the COI mtDNA data. The vertically arranged colors
represent each of the genetic groups (clusters). The numbers correspond to the sampled localities:
1) Santarém; 2) Medicilandia; 3) Brasil Novo; 4) Altamira; 5) Vitoria do Xingu; 6) Senador José
Porfirio; 7) Anapu, and 8) Maraba.
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Figure 4. Median-joining haplotypes network based on DNAmt COI between populations of
Pristimantis latro. Each haplotype is represented by a circle where the area is proportional
to its frequency. The traits indicate additional mutational steps of branches with more than one
mutation. The colors indicate each location. Blue dots represent lost or unsampled haplotypes. The
abbreviations correspond to the sampled localities: Santarém (STM); Medicilandia (MED); Brasil
Novo (BRN); Altamira (ATM); Vitéria do Xingu (VTX); Senador José Porfirio (SEN); Anapu
(ANA), and Maraba (MAR).

Table 3. Analysis of molecular variance (AMOVA) estimated to evaluate the genetic differentiation
between and within the five clusters of Pristimantis latro

Source of variation Component of variance  Variance % Statistic ¢ p value
COI
Between populations 15.289 Va 79.51 ¢ST =0.795 0.00
Within populations 3.940 Vb 20.49

Discussion

Pristimantis latro showed a strong genetic structure between the populations of the left and
right bank of the Xingu River, as well as in the same bank. Anurans with direct develop-
ment have life strategies that promote high population structure with species dispersing
only by land where habitat heterogeneity inhibits dispersal across the landscape (Voss, et
al., 2001).

The genetic structure pattern found in the present study is similar to those described
in other Amazon frogs by Fouquet, ef al. (2015) where species without tadpoles exhibited
a genetic structure associated with rivers as barriers. Also consistent with our results
are those of the report by Guayasamin, et al. (2017) showing that color patterns in
Pristimantis ornatissimus can be delimited by geographical barriers (elevation gradients,
rivers). However, we could not make a thorough comparison with other species of the
genus Pristimantis since most of the published works refer to Andean species while P. latro
is found in lowlands.
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We found a spatial pattern of distribution of genetic variability similar to that
proposed in the rivers-as-barrier hypothesis by Wallace (1852). Such a pattern has
been found in several studies of different terrestrial vertebrates (Antonelli, et al.,
2010). Finally, the sample design used in the present study did not evaluate if there
was “permeability” of the rivers to gene flow in the respective extensions. Thus, our
results add to a growing body of knowledge indicating that genetic variability at intra
and interspecific levels in amphibians is related to the transposition of large Amazonian
rivers (Funk, et al., 2007; Fouquet, et al., 2012; Kaefer, et al., 2012; 2013; Simdes, et
al., 2014).

The municipalities of Medicilandia (left bank of the Xingu River) and Senador
José Porfirio and Anapu (right bank) presented more than one cluster per locality
supporting local genetic structuring. Genetic structuring in amphibians at distances
less than 5 km has already been documented (Lampert, et al., 2003; Andersen, et al.,
2004; Burns, et al., 2004) showing that limited gene flow can promote differentiation
in local populations mainly due to habitat fragmentation. The Mantel test explains that
31% (1) of the variation is caused by geographic distance, but is not responsible for
all structuring, which indicates that other factors are associated with this pronounced
structuring (rivers).

The separation between the left and right banks of the Xingu River (middle of the
Pleistocene) is relatively recent, however, it played an important role in population
structuring (BAPS in figure 3) and the absence of haplotypes shared between the banks
(haplotypes network in figure 4). Ribas, et al. (2012) suggested that the Xingu River
acted a geographic barrier separating Psophia interjecta and P. dextralis around 0.8 —
0.3 Ma and was responsible for the separation of younger lineages. Recent rivers may
represent recent or semipermeable barriers, as found for Amphibia and Squamata in the
Tapajos River (Moraes, et al., 2016).

Conclusions

Pristimantis latro presents genetic structure between the left and right banks of the Xingu
River, as well as within the Tapajos-Xingu and Xingu-Tocantins interfluvial regions. The
pattern of genetic structure found here corresponds to that described in recent articles
for the genus Pristimantis, which reveals that species without tadpoles exhibit a genetic
structure explained by the hypothesis of rivers as barriers.

Supplementary information

Supplementary material 1: Genetic distance p uncorrected (in %) COI between
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(Medicilandia); 4) P. latro (Santarém); 5) P. latro (Vitoria do Xingu); 6) P. latro (Anapu);
7) P. latro (Senador José Porfirio); 8) P. fenestratus (Borba); 9) P. fenestratus (Manaus); 10)
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Resumen

Las especies endémicas con requerimientos ecologicos muy especificos o bajas densidades
poblacionales son prioritarias en términos del diagndstico de su estado de conservacion. Para
conocer el de una especie es necesario determinar su abundancia y su tendencia en el marco de
programas rigurosos de monitoreo. El territorio del Valle del Cauca ha sido muy intervenido
y actualmente solo existen remanentes de bosque, entre cllos, la Reserva Natural Bosque de
Yotoco (RNBY), en el municipio de Yotoco. Alli habita Ortalis columbiana, especie endémica
de Colombia, cuya densidad no ha sido documentada. En ese contexto, se estimo6 la densidad
poblacional para conocer el estado de conservacion de esta especie en la RNBY mediante el
método de muestreo por distancia con 32 transectos lineales y mas de 200 km de esfuerzo de
muestreo. Se encontré una densidad poblacional de 19,2 ind/km? (IC,,, : 9,8-37,6) con un tamafio
medio de grupo de 1,56 individuos (IC ,, = 1,4-1,8). Este resultado es relativamente mayor que las
estimaciones hechas para otras especies de cracidos, unicos referentes de comparacion, y sugiere
que la poblacion seria de cerca de 100 individuos solo en la Reserva. Este tamafio poblacional
podria considerarse bajo para mantener una poblacion viable, no obstante, es importante considerar
su presencia y abundancia en los agroecosistemas adyacentes para llegar a conclusiones sobre su

viabilidad poblacional.

Palabras clave: Fragmentacion; Guacharaca colombiana; Reserva Natural Bosque de Yotoco.

Abstract

The conservation of endemic species with high ecological requirements or low population
densities is a priority to diagnose their status. For such a diagnosis, it is necessary to determine
their abundance and trends in the framework of a rigorous monitoring program. The Cauca
River valley has been highly transformed and currently there are only forest remnants like the
one in the natural reserve Bosque de Yotoco (RNBY) where Ortalis columbiana, an endemic
species from Colombia, can be found. The species density has not been documented; to determine
its conservation status in the RNBY, the population density was estimated using the distance
sampling method with 32 line transects and more than 200 km of sampling effort. The population
density was 19,2 ind/km? (95% confidence interval: 9.8-37.6) while the mean group size was
1,56 individuals (95%CI: 1,4 — 1,8), which is relatively higher than the estimations done for
other Cracides species, only referents to compare. These figures suggest a population of around
100 individuals just in the Reserve, which could be insufficient for a viable population. It is
important to consider the species presence and abundance in the adjacent agroecosystems to get
to conclusions about its population viability.

Keywords: Bosque de Yotoco Natural Reserve; Colombian Chacalaca; Fragmentation.
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Introduccion

El conocimiento de los patrones de la abundancia de especies animales es fundamental
para deducir la dinamica de los ecosistemas (Stephens, et al., 2019). Cuando se trata
de especies raras, es decir, aquellas con requerimientos ecoldgicos especificos, bajas
densidades poblacionales y una distribucion geografica restringida (<50.000 km?, ende-
mismo) (Rabinowitz, et al., 1986), el establecimiento de los limites de las abundancias
y los factores que las determinan permite precisar los umbrales de tolerancia frente a la
disponibilidad de recursos (Carbone, et al., 2011) y predecir las potenciales respues-
tas a los cambios ambientales para orientar su manejo (Bayliss & Choquenot, 2002;
Lindenmayer, ef al., 2011).

Cuando las densidades poblacionales son bajas, las especies quedan expuestas a even-
tos estocasticos, ya que en lugares intervenidos las abundancias absolutas pueden llegar a
ser muy bajas (Flather, ef al.,2011). En ese sentido, la poblacion global de una especie rara
puede reducirse y aislarse rapidamente debido a las presiones antropogénicas o naturales
(Gaston, 1994; Gaston & Blackburn, 2000).

En el valle geografico de rio Cauca se distribuyen varias especies de cracidos, entre
ellos, la guacharaca colombiana (Ortalis columbiana) (Kattan, et al., 2016). En esta zona
las coberturas vegetales naturales se han reducido en cerca del 90 % pasando de alrededor
de 14.000 km? a cerca de 1.600 km?, con un poco mas de 900 fragmentos de bosque de
183 ha en promedio (coeficiente de variacion, CV=759), los cuales tienden a ser alargados
(indice medio de forma de 2,6 segin célculos del autor para el presente trabajo). Asi, los
remanentes de bosque estan sometidos a los efectos de la fragmentacion (tamafio, distancia
de aislamiento y borde) (Bennett & Saunders, 2010).

Ortalis columbiana es una especie endémica y, por ello, inherentemente vulnera-
ble, aunque esta categorizada como una especie de “preocupacion menor” (Birdlife
International, 2016). No obstante, parece que sus poblaciones tienden a reducirse y no se
han hecho diagnoésticos cuantitativos que permitan describir su estado de conservacion y
su tendencia con precision (Birdlife International, 2016). Por otro lado, frecuentemente
se la ha registrado en agroecosistemas, por ejemplo, en la zona rural subandina del muni-
cipio de Palmira, Valle del Cauca, y en ambientes periurbanos en los municipios del Valle
de Aburra, Antioquia (Observacion personal), lo que permitiria suponer un cierto nivel de
tolerancia a la modificacion del paisaje.

Para conocer ¢l estado de una poblacion es necesario estimar su abundancia y uno de
los indicadores mas adecuados es la densidad poblacional, dado que esta variable refleja
la relacion entre la poblacion y el area que ocupa (Witmer, 2005). Considerando que los
parametros demograficos cambian en espacio y tiempo, su monitoreo es esencial para
determinar las tendencias y las relaciones con los factores que las determinan, sobre todo
en lugares de disturbio natural o antropico, de tal forma que se tenga informacion confiable
para adoptar estrategias de manejo en el marco de la adopcion estructurada de decisiones
(Lindenmayer, et al., 2011).

En este contexto, y con el objetivo de aproximarse al estado de conservacion de la
especie, por lo menos en una localidad, se estimo la densidad poblacional de O. columbiana
en la Reserva Natural Bosque de Yotoco (RNBY) (municipio de Yotoco, Valle del Cauca),
una de las unicas areas protegidas donde se registra la especie en el valle geografico del
rio Cauca y, ante la ausencia de estimaciones de densidad para la especie, se la compar6 con
las estimaciones hechas para otras especies de cracidos bajo diferentes condiciones.

Materiales y métodos

La RNBY es un fragmento de 559 ha ubicado en el departamento del Valle del Cauca, en la
vertiente oriental de la cordillera Occidental (3°52° Norte — 76°26° Oeste) (Figura 1) entre
los 1.200 y 1.700 m de altitud; su temperatura media es de 19,98 °C (desviacion estandar,
DE: +/- 0,4) y la precipitacion promedio de 1.294 mm anuales (DE+/- 52) (Hijmans,
et al., 2005). La reserva se encuentra en transicion entre las zonas naturales de vida de
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Figura 1. Area de estudio en la Reserva Natural Bosque de Yotoco, Valle del Cauca, Colombia.
Los puntos grises sobre la cobertura boscosa indican los registros visuales de Ortalis columbiana
obtenidos en los muestreos. Algunas areas por donde pasaban los transectos aparecen cubiertas por
nubes, pero alli la cobertura vegetal es homogénea con la del resto de la reserva. El borde oriental del
bosque esta en la zona mas baja, 1.200 m s.n.m., y el occidental en la zona mas alta, 1.700 m s.n.m.

bosque premontano himedo y seco (Holdridge, 1947) y la mayor parte esta cubierta por
vegetacion de bosque maduro y en regeneracion en diferentes estados de sucesion, proceso
iniciado después de su establecimiento como area protegida en 1959. Recientemente, se han
agregado a la RNBY areas previamente usadas para pastoreo en donde se esta permitiendo
la regeneracion de la cobertura vegetal natural (Jaramillo, comunicacion personal).

Los datos para estimar la densidad poblacional de O. columbiana se recolectaron entre
febrero y junio de 2004 mediante el método de muestreo por distancias con transectos
lineales (Buckland, ef al., 2007). Se hizo un muestreo con 32 transectos y una longitud
promedio de 369 m (DE=22,7), distribuidos sistematicamente en todo el fragmento sin
discriminar por tipo de cobertura vegetal dada su relativa homogeneidad. La velocidad
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media de desplazamiento de los observadores fue de 0,5 km/hora y cada transecto se
muestred en promedio 21 veces (rango: 14 a 26) para un esfuerzo de muestreo acumulado
de 241,1 km. Los recorridos se realizaron entre las 8:00 y las 11:00 horas y entre las 14:00
y las 18:00. Las distancias perpendiculares fueron medidas con cinta métrica hasta el sitio
inicial de la deteccion del individuo o el centro geografico de la bandada.

El analisis de los datos se hizo con el programa Distance 7,1 (Thomas, et al., 2009).
Para seleccionar el modelo matematico que mejor se ajustara a la distribucion de frecuen-
cias de las distancias perpendiculares, se compararon los datos mediante pruebas de bondad
de ajuste con seis modelos: 1) semi-normal con serie de expansion de tipo coseno; 2) semi-
normal con polinomio de Hermite; 3) uniforme con coseno; 4) uniforme con polinomio
simple; 5) de tasa de riesgo con coseno, y 6) de tasa de riesgo con polinomio simple. El
modelo seleccionado para las inferencias finales fue el que presentd el menor valor en el
criterio de informacion de Akaike (AIC) (Buckland, et al, 2007). E1 CV de la densidad
se estimo a partir de la varianza muestral del tamafio del grupo, la tasa de encuentro y la
probabilidad de deteccion. En el analisis exploratorio de los datos se encontraron valores
extremos en las medidas de distancia perpendicular, por lo que se truncaron los datos
después de los 16 m para un mejor ajuste (Buckland, ez al., 2007).

Resultados y discusion

En el muestreo se registraron 56 observaciones de O columbiana para una tasa de
encuentro de 0,23 registros por kilometro recorrido (IC,,,: 0,12 — 0,44). La distribucion
de frecuencias de las distancias perpendiculares presentd un mejor ajuste al modelo
uniforme con serie de expansion de tipo coseno (Tabla 18, https://www.raccefyn.co/index.
php/raccefyn/article/view/1145/2809 y figura 1S, https://www.raccefyn.co/index.php/
raccefyn/article/view/1145/2810). La densidad poblacional estimada para O. columbiana
fue de 19,2 ind/km? (IC,,, : 9,8-37,6) con un tamafio medio de grupo de 1,56 individuos

(IC,,,: 1,4 — 1,8; rango: 1 — 3). La abundancia total estimada estuvo alrededor de 107

individuos (IC,,: 55- 210). El coeficiente de variacion para la densidad de individuos y
la densidad de grupos fue de 34,11 y 33,59 %, respectivamente. El componente que mas
aport6 a la varianza de la densidad fue la tasa de encuentro, con un 90,3 %, seguido por la
probabilidad de deteccién, con 6,7 %, y el tamafio de grupo, con 3,0 %.

La densidad poblacional de O. columbiana en este muestreo resulté mayor comparada
con algunas estimaciones de especies de cracidos de otros géneros, entre ellos, Crax
allector (Thiollay, 1989), Mitu tuberosa (Begazo & Bodmer, 1998), Penelope jacuaco
(Begazo & Bodmer, 1998) y Pipile cumanensis (Begazo & Bodmer, 1998), incluidas las
estimaciones en zonas sin presion de caceria en héabitats continuos (Kattan, ef al., 2016).
También resultd mayor a la densidad de Crax daubentoni en sabanas tanto en la época
seca como en la humeda (Bertsch & Barreto, 2008). Este resultado era de esperar dado
que el género Ortalis comprende un grupo de pequefios cracidos que, dada la relacion
alométrica inversa entre el tamafio corporal y la densidad, tienden a presentar densidades
mas altas que otros cracidos de mayor tamano (Jenkins, ef al., 2007). Sin embargo, la
densidad de O. columbiana en la RNBY no fue significativamente mayor a la estimada
para Penelope perspicax en un muestreo simultaneo en la misma localidad (Kattan, ef
al., 2014). Asimismo, la densidad de O. columbiana en la RNBY resulté menor que la de
C. daubentoni en las épocas seca y humeda en bosques de galeria y bosques secos. No
hay estimaciones de densidad comparables para O. columbiana. Para otras especies del
género Ortalis se han estimado densidades en diferentes tipos de habitat (bosque continuo,
agroecosistemas, bosques urbanos, bosques de tierra firme, bosques de varzea o igapos)
y con diferente presion de caceria. Las estimaciones documentadas estan entre 1,0 y 1,5
ind/km?y hasta 50 y 172 ind/km?, en tanto que para O. ruficauda han sido de 48 a 67
ind/km? y 17 a 20 ind/km? (Schmitz-Ornés, 1999), para O. guttata de 1,44 ind/km?en
bosques de varzea y de 1,05 en los igapos (Haugaasen & Peres, 2008), y de 3,28, 3,6 y
5,95 ind/ km? en diferentes tipos de habitat (Begazo & Bodmer, 1998), en tanto que para
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O. canicollis han sido de 172,1 y 41,9 en habitats sin presion de caceria y en otros con alta
presion de caceria, respectivamente (Mamani, 2001). En comparacion con O. ruficauda en
Venezuela, especificamente, la densidad de O. columbiana fue similar a la encontrada en
zonas urbanizadas adyacentes a bosques continuos, aunque menor a la de agroecosistemas
también adyacentes a bosques continuos (Schmitz-Ornés, 1999). Este resultado podria
deberse a una menor presion de caceria en las zonas urbanizadas o a la oferta de un recurso
puntual. Comparada con O. guttata, especie mas emparentada filogenéticamente con
O. columbiana (Salaman, et al., 2001; Donegan, et al., 2010), la densidad fue entre 4
y 20 veces mayor (Haugaasen & Peres, 2008), lo que se podria explicar por la menor
productividad de la Amazonia comparada con los bosques andinos, y la mayor diversidad
de especies en los bosques continuos que pueden competir en algunas dimensiones del
nicho con las Ortalis (Hutchinson, 1957). Sin embargo, es esencial adelantar estudios
inferenciales (comparativos o que evaluen relaciones) de O. columbiana controlando
factores alineados para poder determinar con mayor confianza aquellos que determinan la
abundancia de esta especie y que ayuden a comprender la gran variacion en este indicador
para la familia (Kattan, ef al., 2016).

A pesar del numero de transectos establecidos (32) y del nimero de registros obteni-
dos (56), el coeficiente de variacion fue de 34 %, siendo mas afectado por la variacion en
la tasa de encuentro (90 %). Esto refleja que la especie esta haciendo un uso diferencial,
probablemente agregado, del area de la reserva, es decir, pocos transectos acumularon
una mayor cantidad de registros (Tabla 2S, https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/
article/view/1145/2811). Con este muestreo no es posible plantear conclusiones sobre
las causas de este probable uso diferencial y saber si obedece a la concentracion de un
recurso o a un desplazamiento generado por otra especie, si la situacién es temporal o
responde a un patron constante. O. columbiana se ha concebido usualmente como una
especie generalista y se detecta incluso en zonas periurbanas (Birdlife International,
2016). Sin embargo, los resultados presentados sugeririan que hay factores limitantes
o de preferencia todavia por evaluar, los cuales puedan limitar el uso del espacio y la
probabilidad de ocupacion, incluso en fragmentos relativamente bien conservados.

Es necesario considerar el paisaje en el cual se encuentra la RNBY, que incluye otros
fragmentos de bosques y agroecosistemas, y verificar la presencia de la especie haciendo
estimaciones de abundancia para plantear conclusiones sobre la viabilidad de esta
poblacion. Ademas, teniendo en cuenta el CV de la densidad, la potencia estadistica para
hacer un monitoreo efectivo (detectar cambios o tendencias) implica que se den cambios
de 4,59 ind/km?, casi un 24 %, para poder detectarlos (Matthews, 2006). En ese sentido
es necesario refinar el disefio de muestreo, por ejemplo, determinando probables factores
que acttian sobre la densidad, de tal forma que se puedan diferenciar estratos o bloques
y explicar mejor la varianza en la tasa de encuentro. Asimismo, debe incrementarse el
esfuerzo de muestreo, preferiblemente con mas unidades muestrales (transectos), ¢ ir mas
alla de la reserva para involucrar la gestion en los agroecosistemas adyacentes en un trabajo
articulado con las comunidades locales, con el fin de propiciar la conectividad funcional
del paisaje, aspecto que probablemente favorezca la especie tal como se encontr6 para O.
ruficauda, cuya abundancia en los fragmentos aislados de bosques continuos fue muy baja
(Schmitz-Ornés, 1999).

Conclusion

La densidad poblacional estimada para O. columbiana en la Reserva Natural Bosque de
Yotoco fue de alrededor de 19 individuos por kilometro cuadrado. Este valor permite
inferir un tamafio poblacional de aproximadamente 100 individuos. Si se considera solo la
reserva, esta poblacion podria llegar a no ser viable; dada la precision del estimador, los
cambios deben ser significativos para poder ser detectados. Es necesario hacer replicas
temporales de esta medicion y refinar el disefio de muestreo, ademas de considerar otras
areas cercanas a la reserva para llegar a conclusiones sobre la tendencia de esta poblacion
y su estado de conservacion.
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Material suplementario

Tabla 1S. Relacion de los modelos tedricos probados y los parametros estimados para
determinar el ajuste de los datos de distancia perpendicular. AIC= Criterio de informacioén
de Akaike (Sigla en inglés), ESW= Ancho efectivo de transecto (Sigla en inglés), P=
probabilidad de deteccion. Ver la tabla 1S en: https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/
article/view/1145/2809

Figura 1S. Histograma de frecuencias de las medidas de distancia perpendicular de las
detecciones. La linea roja determina el modelo tedrico, Uniforme coseno, que presentd
el mejor ajuste y menor nimero de parametros (menor AIC). Ver la figura 1S en: https://
www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/1145/2810

Tabla 28S. Relacion de numero de registros, esfuerzo de muestreo y abundancia relativa
(Numero de registros/kilometro recorrido). Ver la tabla 2S en: https://www.raccefyn.co/
index.php/raccefyn/article/view/1145/2811
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variedad Red Globe
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Manizales, Colombia

Abstract

Anthracnose is considered one of the most important diseases of grape crops. In this study, we
evaluated the in vitro effect on potato dextrose agar (PDA) of four fungicides: benomyl (Benlate® 50
WP), carbendazim (Belico ® 500 SC), chlorothalonil (Odeon® 720 SC), and dodine (Syllit ® 400 SC)
using three concentrations on a Colletotrichum gloeosporioides isolate. This species complex causes
anthracnose on the Red Globe grape variety. The concentrations of each fungicide were: benomyl at
0.5,0.25,and 1 g.L'!; carbendazim at 0.6, 0.3, and 1.2 mL.L"!; chlorothalonil at 2.4, 1.2, and 4.8 mL.L",
and dodine at 1.6, 0.8, and 3.2 mL.L"". Evaluated the inhibition of mycelial growth and the sporulation
of the fungus. The fungus mycelium exposed to the commercial dose of the fungicides was observed
using environmental scanning electron microscopy (ESEM). We used a completely randomized design
with 13 treatments and five repetitions. Our results showed a degree of differential efficacy for the four
fungicides and their effects were directly proportional to the dose used, benomyl and chlorothalonil
being the most efficient in controlling the mycelial growth of the fungus. At the commercial dose,
sporulation was inhibited at a higher rate by benomyl showing no statistically significant differences
with the other products except chlorothalonil and dodine when the recommended dose was reduced
by half. The damage observed by ESEM on the fungus mycelium ratified the effect obtained in vitro,
i.e., deformed hyphae and irregular growth. The results of this study, complemented by electron
microscopy, are promising for the appropriate selection of the best fungicides for controlling
anthracnose on grape fruits, subject to the timely and correct diagnosis of the disease.

Keywords: Fungus; Fungicides; Red Globe.

Resumen

La antracnosis es una de las enfermedades mas importantes del cultivo de la uva. En este estudio se
evalué el efecto in vitro en agar de papa y dextrosa (PDA) de cuatro fungicidas: benomil (Benlate®
S0WP), carbendazim (Belico ®500 SC), clorotalonil (Odeon ® 720 SC) y dodine (Syllit ® 400
SC) usando tres dosis en un aislamiento perteneciente al complejo de especies de Colletotrichum
gloeosporioides, causante de la antracnosis en la uva de la variedad Red Globe. Las concentraciones
evaluadas fueron: 0,5, 0,25 y 1 g.L'! de benomil; 0,6, 0,3 y 1,2 mL.L"! de carbendazim; 2,4, 1,2
y 4,8 mL.L"! de clorotalonil, y 1,6, 0,8 y 3,2 mL.L"! de dodine. Las variables evaluadas fueron la
inhibicion del crecimiento micelial y la esporulacién del hongo. El micelio del hongo expuesto a la
dosis comercial de los fungicidas se analizd mediante microscopia electronica de barrido ambiental
(ESEM). Se us6 un disefio completamente al azar con 13 tratamientos y cinco repeticiones. Los
resultados mostraron un grado de eficacia diferencial para los cuatro fungicidas y sus efectos fueron
directamente proporcionales a la dosis empleada, siendo el benomil y el clorotalonil los mas eficientes
para controlar el crecimiento micelial del hongo. Con la dosis comercial, la esporulacion fue inhibida
en mayor tasa por el benomil sin diferencias estadisticas significativas con los demas productos
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excepto con clorotalonil y dodine al reducir la dosis recomendada a la mitad. Los dafios observados
con ESEM en el micelio del hongo ratificaron el efecto obtenido in vitro, es decir, hifas deformadas
y crecimiento irregular. Los resultados obtenidos en este estudio, complementados con microscopia
electronica, son promisorios para la seleccion apropiada de los mejores fungicidas para controlar la
antracnosis en frutos de uva, supeditado al diagndstico oportuno y correcto de la enfermedad.

Palabras clave: Hongo; Fungicidas; Red Globe.

Introduction

Grapes are one of the most economically important crops in the world (Khilare & Chavan,
2010; Lei, et al., 2016). In Colombia, the planted area is 2,500 ha and the production in
2016 was 30,156 t with an average yield of 10.51 t.ha™!. The department of Valle del Cauca,
with a harvested area of 1,940 ha, produced that year 24,379 t of grape, which represents
80.84% of the national production (Agronet, 2018).

One of the pathologies of fungal origin affecting the crop is anthracnose, which has
been reported in Japan (Shiraishi, et al., 2006), India (Khilare & Chavan, 2010; Shetty, et
al.,2014), China (Lei, et al., 2016) and Australia (Greer, ef al., 2011). The disease, caused
by species of the genus Colletotrichum, affects a wide variety of crops and fruit trees
including grapes (Vitis vinifera) (Lei, et al., 2016), especially in tropical and subtropical
areas (Hyde, et al., 2009; Wikee, et al., 2011; Cannon, et al., 2012; Lei, et al., 2016); this
genus has been designated as the eighth most important group of pathogenic plant fungi in
the world for its economic and scientific importance (Dean, et al., 2012).

In Virginia, United States, the losses caused by the disease between 2010 and 2014
ranged between 15 and 30% significantly reducing the quality of the wine as well (Nita,
2015). In some provinces of China, the losses by insects and diseases, among which
anthracnose stands out, reached 50% (Peng, et al., 2013). In Colombia, there is still no data
on losses associated with this disease, although in the municipality of La Union, Valle del
Cauca, the disease has been present since 2016 where symptoms were initially detected in
a batch of Red Globe table grape variety. From then on, farmers, without knowing its true
etiology, have applied different chemical products with no success because the pathology
is spread by foci within the same batch.

The disease occurs mainly on ripe fruits (Lei, et al., 2016), although infections are also
present in developing fruits (Gil, ef al., 2002; Jiang, et al., 2014) as has been observed at
La Union vineyards (Lopez-Zapata, et al., 2019). Grapes infected with Colletotrichum
present lesions characterized by dark circular spots on the epidermis resulting in total
damage to the berries that are then covered with masses of salmon-colored spores
(Shiraishi, et al., 2006).

The etiology of the disease is complex: although in the United States it was initially
identified as C. gloeosporioides (Daykin & Milholland, 1984), different species have been
found in other wine-growing regions causing very similar symptoms. In China, for instance,
C. viniferum, Colletotrichum sp. (Lei, et al., 2016), C. fruticola, and C. gloeosporioides
(Peng, et al., 2013) have been identified. C. gloeosporioides and C. acutatum have been
found in Australia and in the United States (Greer, et al.,, 2011; Nita, 2015). In India,
the disease is attributed to Gloeosporium ampelophagum (Khilare & Chavan, 2010) and
recently in Colombia, an isolate genetically close to C. aenigma and C. siamense, both
belonging to the C. gloeosporioides complex (Lopez-Zapata, et al., 2019), was identified
as the agent causing anthracnose in grape fruits.

Chemical fungicides occupy the first place in the control of plant diseases (Gaviria, et
al., 2013). In grapes, their applications must be frequent to ensure the quality for markets
and consumers (Shiraishi, et al., 2006). However, Colletotrichum species present different
responses to fungicides possibly due to continuous applications. For example, wild C.
gloeosporioides isolates are sensitive to carbamate methyl-benzimidazole fungicides while
C. acutatum is tolerant to this group (Han, et al., 2018). Likewise, different studies indicate
that carbendazim, of the benzimidazoles group, has lost effectiveness on G. ampelophagum
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in grapes (Khilare & Chavan, 2010; Sawant, ef al, 2014) and C. gloeosporioides in
strawberries and yam (Han, ef al, 2018). Similarly, C. gloeosporioides isolated from
mango and strawberry in Taiwan showed resistance to benzimidazoles.

This behavior has led to suggest that the difference between resistant and moderately
resistant isolates is due to the application of the product at doses higher than 100 ug.mL"!
(Chung, et al., 2010), especially benzimidazoles which have been historically used for
the management of anthracnose in grape, strawberry, and mango crops (Xu, et al., 2014)
resulting in resistant pathogens genotypes that can remain dominant in a field even after
suspending the application of this group of fungicides (Hwang, et al., 2010). Given that
the true etiology of this vine pathology is not well known in Colombia, knowledge of the in
vitro effect of fungicides on C. gloeosporioides is of vital importance to establish efficient
and lasting management measures to avoid production decreases and resistance problems
that are common in the wine-growing regions of the world.

Materials and methods

Fungal isolates

We collected 200 fruits showing the symptoms of the initial stages of the disease, such as
the reddish-brown discoloration, and those of the most advanced stages, i.e., sunken and
necrotic Red Globe berries, following a rectangle sampling pattern in an eight-year-old
vineyard of approximately three ha in physiological stage 79 (Lorenz, et al., 1994) located
in the municipality of La Union, Valle del Cauca. The berries were stored in transparent
plastic bags and taken to the plant pathology laboratory of the Facultad de Ciencias
Agricolas at Universidad de Caldas for their analysis.

Tissue sections of approximately 5 mm? including healthy and diseased tissue were
cut and subsequently disinfected with a 1% sodium hypochlorite solution for 1 min;
consecutively, they were transferred to 70% alcohol for 50 s, washed three times with
sterile distilled water, and then placed on sterile paper towels to remove excess moisture.
The disinfected tissue was placed into Petri dishes containing Merck potato-dextrose-agar
(PDA) (39 g.L'") culture medium and they were incubated at 28°C for 3 to 7 days with
periodic observations. After incubation, agar sections taken from the active growth site of
the colonies were aseptically transferred to new Petri dishes with PDA.

We obtained an isolate identified as Colletotrichum sp. for its macroscopic and micro-
scopic morphology. The pathogenicity of grapes in physiological stage 79 (Lorenz, ef al.,
1994) was subsequently tested and Koch’s postulates were verified. Later, we determined
that it belonged to the C. gloesporioides species complex using molecular tools (Lopez-
Zapata, et al., 2019) and with it, we carried out the sensitivity tests of the four fungicides.

In vitro sensitivity bioassay

We determined the efficiency of two systemic fungicides, benomyl (Benlate®50 WP)
and carbendazim (Bélico® 500 SC), and two protectants, chlorothalonil (Odeon® 720
SC) and dodine (Syllit®400 SC) with the following three concentrations of each product
corresponding to the commercial dose, half the commercial dose, and twice the com-
mercial dose expressed in grams per liter or milliliters per liter: benomyl, 0.5, 0.25, and 1
g.L!; carbendazim, 0.6, 0.3, and 1.2 mL.L"; chlorothalonil, 2.4, 1.2, and 4.8 mL.L"!, and
dodine, 1.6, 0.8, and 3.2 mL.L"". Product effectiveness was measured by the inhibition of
mycelial growth and the sporulation.

Inhibition of mycelial growth

We used dilutions on Petri dishes containing PDA and added each of the concentrations
when the medium reached a temperature of 45°C. Once solidified, a 5 mm portion of the
active growth site of the fungus in a five-day culture was placed in the center of the Petri
dish with mycelial growth making direct contact with the medium supplemented with the
respective fungicide (Han, ef al., 2018). As a control we used a seeding under similar
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conditions on PDA but no addition of fungicide. The dishes were incubated at 28°C until
the control reached the maximum growth and the percentage of inhibition was calculated
using the formula:

1(%) = <1 x 100
where I is the percentage of reduction in pathogen growth, ¢, the growth of the colony (cm)

in the control, and ¢, the growth of the colony (cm) in the treatment.

Inhibition of the sporulation

Once the control reached the maximum growth, circular portions of 1 cm in diameter
were taken from the active growth site of each treatment and the corresponding repetitions
and then placed on Petri dishes containing 5 mL of sterile distilled water; with the help
of a handle, the mycelium was removed gently and the spores were counted by product,
treatment, and repetition with a hemocytometer. The same process was carried out with
the control.

Effect of fungicides on the mycelial morphology

We observed portions of mycelium from the cultures corresponding to the commercial
doses of each of the four fungicides using an environmental scanning electron microscope
(ESEM) and we processed the images obtained with the Image] program (Ferreira &
Rasband, 2012).

Statistical analysis

We used a completely randomized statistical design with thirteen treatments and five
repetitions. Experimental units corresponded to the Petri dishes. We created an Excel
database, entered the information from the laboratory, and analyzed it using the Statistical
Analysis System (SAS) v.9.0. We used an analysis of variance to evaluate the variables
and averages were compared with a 5% probability Tukey test. We used the following
mathematical model:
yij =y + ti + €ij

where yij equals the value of the response variable of the experimental unit associated with
the i-th treatment, j-th repetition; u corresponds to the general average of the response
variable in the experiment; # is the effect of the i-th treatment; &ij is the error of the
experimental unit associated with the i-¢h treatment, j-th repetition; i equals 7, 2, 3,4...13,
andjequals /, 2, 3, 4, 5.

Results

Effects on the development of the colony, mycelial growth, and sporulation of the fungus

Our results indicated that all the treatments showed highly significant statistical differences
(Pr> F = <0.0001) between doses as to the diameter of the colony, the percentage of
inhibition, and the number of spores, as well as to the interaction active ingredient per dose
at a 95% reliability level (Table 1).

All the fungicides inhibited C. gloeosporioides mycelial growth compared to the
control (Table 1). However, benomyl was the best fungicide, with significant statistical
differences compared to the other products and doses, totally inhibiting the fungal growth
and sporulation at twice the commercial dose (1g.L") (Figure 1). Although carbendazim
at double the commercial dose (1.2 g.L'") showed a lower effect on mycelial growth, it
completely inhibited the sporulation of the fungus as did benomyl. Both benzimidazole-
group products had similar effects on sporulation, which demonstrates the high effectiveness
of the systemic fungicides on this fungus (Table 1).

Among the protective fungicides, chlorothalonil at double the commercial dose was
the best followed by dodine. Based on the recommended commercial dose, this product had
the least effect. In general, as the dose of the four fungicides was reduced, the effectiveness
decreased in the three variables evaluated (Table 1).
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Table 1. In vitro effectiveness of four fungicides on the diameter of the colony, mycelial growth, and
sporulation of Colletotrichum gloeosporioides

Fungicides Dose (g pc.L'  Diameter of Inhibition of Number of
or mL pc.L")  the colony  mycelial growth spores.cm? !
(cm) (%)
Control - 9.00£0.00 a*  0.00£0.00k  5,302,500+632,264.45 a
Benomyl 0.5 1.656044i  79.75+9.31b 25,000+41,833 d
(Benlate® SOWP) 0.25 2.64+024h  70.6242.70 ¢ 250,000+41,834 cd
1 0.00+0.00 j 100 a 0.00+0.00 d

Carbendazim 0.6 630£0.7d  29.96+0.78 h 30,000+44,721.36 d
Q3T SLURC) 03 6.80£027c  24.40+329i 130,000+75,828.75 d

1.2 5.16£024e  42.60+2.70 g 0.00+0.00 d
Chlorothalonil 24 2.85¢0.17gh  57.50+1.73 e 87,500+47,871.35 d
(Odeon® 720 SC) 12 438£041f  51.40+498f  470,000+225277.61 c

48 3.14£0.09g  64.60+1.34d 50,00020.00 d
Dodine 1.6 7.5240.19b  16.48+£232j  190,000+151,657.51 cd
(Syllie® 400 SC) 0.8 7.484028b  16.90+£3.05j  1,187,500+492,231.31 b

32 6.46+044cd  28.6+4.83 hi 110,000+65,192.02 d
fﬁf‘gf;ance of <0.0001%* <0.0001** <0.0001%*
Siggﬁ‘t’i‘;’zg; <0.0001** <0.0001%** <0.0001%*
R 0.9910 0.9839 0.9775
Sn' 02721 3.9714 21,9450.8
cv 5.6788 8.6562 42.0456

Numbers followed by the same letters are not significant at 5% probability.
** Highly significant

Effect on the development and morphology of hyphae

The effect of the four fungicides at commercial doses on the development and morphology of
the hyphae and sporulation of C. gloeosporioides was corroborated through environmental
scanning electron microscopy (ESEM) showing a marked inhibition of the development
and pronounced deformation of the hyphae, septum formation, and little sporulation in
comparison with the control (Figure 2).

With benomyl and carbendazim, distortion, deformation, excessive branching, and the
collapse of the hyphae were evident, as well as their granular and swollen appearance;
no spores were observed in the analyzed portions. The hyphae in formation were thinner
presenting rough surfaces (Figure 2 A, B).

With chlorothalonil, the hyphae became weak, translucent, and empty with irregular
morphology that included thickened sections with reduced sizes. Additionally, clusters of
conidia were observed (Figure 2C). With dodine, hyphae were disrupted and appeared
coiled, shrunken, and curled forming blisters while spores were apparently dehydrated and
deformed (Figure 2D).

In contrast to the effect of the fungicides, the control grown on PDA produced long,
dense, uniform, tubular, and smooth surface hyphae, as well as abundant sporulation
(Figure 2E).
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Figure 1. Effect in vitro of four fungicides on the diameter of Colletotrichum gloeosporioides
colony from grape (Vitis vinifera). A-D. Benomyl in doses of 1, 0.50, andd 0.25 g.L"! and control,
respectively. E-H. Carbendazim in doses of 1.2, 0.6, and 0.3 mL.L"' and control, respectively. I-L.
Chlorothalonil in doses 0f 4.8, 2.4, and 1.2 mL.L"! and control, respectively. M-P. Dodine in doses of
3.2, 1.6,and 0.8 mL.L"!' and control, respectively.

Discussion

With the increased doses of the four fungicides under study, the mycelial growth of the
fungus decreased, although fungi toxicity varied notably depending on the fungicides
and their concentrations; the systemic fungicides were more effective than the protectants
(Table 1) but, as a general trend, the growth of the pathogen decreased with the products
compared to the control. However, after 15 days of incubation of C. gloeosporioides at 28
+ 2°C, benomyl was the best product inhibiting completely the growth of the fungus.

Our results confirmed other findings regarding the antifungal activity of benomyl
on Colletotrichum species: C. capsici from peppers whose growth was 100% inhibited
(Subhani, 2015); C. gloeosporioides from mango with an inhibition percentage ranging
between 75% and 90% (Kumar, et al., 2007), and C. gloeosporioides and C. acutatum
from citrus whose growth was inhibited at a concentration of 1.0 p a.i. L' (Peres,
etal., 2004).

The percentage of inhibition of C. gloeosporioides mycelial growth with benomyl and
carbendazim differed statistically, although they belong to the same chemical group, which
agrees with Gaviria, ef al. (2013), who found inhibition percentages for C. acutatum
ranging from 8.25% to 46.50% using the commercial doses.

Although strictly speaking no resistance to carbendazim was found in our study, given
that sporulation was similar to that obtained with benomyl, it is necessary to consider that
its loss of effectiveness has been reported in different crops and species of the pathogen:
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Figure 2. ESEM image of Colletotrichum gloeosporioides using the commercial doses of the
evaluated products. A. Treated with 0.5 g. L' of benomyl. B. Treated with 0.6 g.L"! of carbendazim.
C. Treated with 2.4 mL.L"! of chlorothalonil. D. Treated with 1.6 mL.L"! of dodine. E. Absolute
control, not treated.

C. gloeosporioides isolated from strawberry (Fragaria sp.) and grape (Han, et al., 2018;
Lin, et al., 2016), C. siamense and C. fructicola from strawberry and yam (Dioscorea sp.),
respectively, whose level of resistance to the fungicide was different depending on the
region of origin of the isolate (Han, et al., 2018).

In the particular case of anthracnose, the continuous use of carbendazim for managing
the pathogen has reduced its sensitivity (Deokate, et al., 2002) and it has been documented
that highly resistant isolates have not been controlled even at concentrations of 100 ug.mL"!
(Narkar, et al., 2012). In the case of grapes, more than 1% of the active ingredient was
needed to obtain effective control.

As we mentioned already, the effect of carbendazim was comparable to that of benomyl
on the sporulation of C. gloeosporiodes, which has been previously demonstrated on this
pathogen in grapes, with very similar effectiveness to that of the quinone inhibitors and
demethylation (Shetty, et al., 2014), as well as on C. capsicum in chili pepper (Capsicum
annuum) (Kumar, et al., 2016).
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The effect of carbendazim on Colletotrichum species is differential: it is more effective
for the control of species of the C. gloeosporioides complex than for C. acutatum (Cao, et
al., 2017). This difference in the efficacy of fungicides according to the fungus species has
also been documented for benomyl.

According to Peres, et al. (2005), doses of 0.1 to 1.0 uL.mL" inhibit the growth
of some species of Colletotrichum while in C. acutatum, the inhibition ranges between
20% and 50%, which is consistent with the results reported by Greer, et al. (2011) who
observed that benomyl inhibited mycelial growth by 97% and 53% in C. gloeosporioides
and C. acutatum isolates, respectively. Likewise, it inhibited the mycelial growth of C.
gloeosporioides in strawberry (Rubus glaucus) by 74% to 83% and between 7% and 16%
in C. acutatum while with carbendazim it was 85% and 33%, respectively (Gaviria, et al.,
2013). However, Santamaria, et al. (2011) in their study on the in vitro effect of benomyl
on C. gloeosporioides and C. dematium isolated from papaya did not observe any effect
on the development of these fungal species even at concentrations of 4 g pc.L! of water.

These studies show once again the versatility of pathogens to overcome the active
ingredients and their mechanisms of action, which in the case of benzimidazoles has been
widely known and reported on species such as C. gloeosporioides, C. acutatum, C. cereale,
and C. siamense (Hu, et al., 2015; Peres, et al., 2004; Wong, et al., 2008).

In this sense, the Fungicide Resistance Action Committee - FRAC (2020) stated
that the benzimidazole group fungicides (including carbendazim) are highly conducive
to the development of resistance in many fungal species, which has already been widely
demonstrated for benomyl. Although it is not yet the case, this may alert grape growers
about the implications of ignoring the loss of effectiveness of active ingredients, as C.
gloeosporioides isolates resistant to benomyl have been recovered after more than 10
years of ceasing its application and even in places where its use was not known (Peres,
et al., 2004).

Resistance to these products in grape crops has resulted from the excessive use of
chemicals to control anthracnose in recent years because, until the 1980s, studies conducted
on muscadine grapes showed the effectiveness of benomyl at a dose of 100 pg a.i. mL™!
(Daykin & Milholland, 1984). Likewise, the loss of efficacy of benzimidazoles has been
explained by the continuous use of this group of fungicides for the control of Botrytis
cinerea, causing pathogenic strains of C. acutatum to be less sensitive to benomyl and
damage the bunch (Greer, et al., 2011), also reducing the effect of the fungicide when it is
applied near the time of grape sprouting (Shiraishi, et al, 2006).

After benomyl and carbendazim, chlorothalonil (chloronitriles group) was the active
ingredient inhibiting the mycelial growth of C. gloeosporioides and with similar effects
on sporulation using the commercial dose. This broad-spectrum protectant fungicide is
widely used in agriculture and it has shown significant effects against anthracnose reducing
vine leafs damage caused by Elsinoe ampeliana (Magarey, et al., 1993), as well as the
incidence of anthracnose in pepper (Capsicum annuum) (Kumar, et al., 2016) and of C.
acutatum sporulation in cherry (Prunus cerasus) (Téth, et al., 2012).

The promising results of chlorothalonil allow for suggesting it as an alternative
for the management of the disease and as prevention against the resistance induced by
the continuous, excessive, and undue use of benzimidazoles. Considering the time of
appearance of the first symptoms of the disease, preventive applications would be advisable.
Besides, the product can also be effective against other vine pathogens such as Phomopsis
viticola inhibiting the viability of the spores and its mycelial growth (Krél, 2005).
However, although chlorothalonil showed more than a 50 % inhibition effect in this study,
it should be used carefully as a mild activity has been documented on C. gloeosporioides
and C. dematium (Santamaria, et al., 2011) and resistance in other Colletotrichum species
(Andriani, et al., 2017).

Dodine is a fungicide used to control diseases in apples, pears, nuts, peaches, cherries,
and strawberries, as well as a biocide and preservative (Cordiik, et al., 2016). In Colombia,
it is registered for the control of flowers, bananas, and coffee pathogens; in other countries,
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its bactericidal activity has been studied mainly for the disruption of the cytoplasmic
membrane and cell death, and on fungi for the loss of amino acids and materials absorbing
UV rays (Cabral, 1991).

The results obtained using dodine against C. gloeosporioides sporulation had no statis-
tical difference compared to chlorothalonil at twice the commercial dose, which corrobo-
rates its point and mechanism of action. It is also worth noting that, although the diameter of
the colony was not noticeably affected in comparison with the other products, we observed
a decrease in the volume of the mycelium. However, since it is not recommended for this
fungal species in the country, laboratory tests to corroborate the average lethal dose and
subsequent field evaluations to analyze possible side effects are necessary, as studies have
shown that it can cause oxidative stress by inhibiting protein synthesis and degradation,
although it can also stimulate plant defense systems (Cordiik, et al., 2016).

The applications of chemical synthesis products are essential for disease control and
to ensure the quality that markets and consumers expect (Shiraishi, et al., 2006), which is
not alien to the vine crops at La Union, Valle del Cauca, where the use of fungicides is a
frequent practice resorting to benzimidazoles among the products used. This would partially
explain the behavior of benomyl and carbendazim in this study and constitutes an alert on
the implications of an eventual resistance of C. gloeosporioides to this type of product.

Given the possible resistance to benzimidazoles, the quinone outside (Qol) and demeth-
ylation inhibitors could be an alternative for the management of C. gloeosporioides resist-
ant isolates in grapes (Shetty, et al., 2014). However, this hypothesis should be validated on
isolates from a specific region as in some areas of the United States, for example, several
isolates of this fungus have already shown resistance to Qol fungicides (Nita, 2015).

The mixture of benzimidazoles with dietofencarb is usually an alternative to handle
resistant C. gloeosporioides isolates. However, this is not recommended in grapes without
taking strict measures to avoid the development of resistance (Lin, ef al, 2016), even
more so when it has been demonstrated that there is no specificity between pathogen and
host as C. acutatum isolates from different crops can infect grape crops further evidencing
possible cross-infection (Whitelaw-Weckert, et al., 2007), which very possibly may be
happening in the study area.

Additionally, it is important to consider other aspects recently elucidated regarding
the role of temperature in the effectiveness of fungicides on resistant isolates through its
inhibitory effect on them, which underlines the need to have information on the sensitivity
of resistant isolates since this can have an impact on the strategies for applying fungicides
(Ma & Michailides, 2005).

Conclusions

Benomyl was the most efficient fungicide in in vitro conditions for the control of C.
gloeosporioides causing anthracnose in grapefruits inhibiting mycelial growth and the
production of spores at twice the commercial dose.

Although the effectiveness of dodine on the mycelial growth and sporulation of the
fungus was the lowest in comparison with the other fungicides, it deserves more detailed
laboratory and field studies on its effectiveness as an alternative against C. gloeosporioides.

Considering that fruit infections occur in the early physiological stages, apparently
from the flowering phase itself, it is important to apply a preventive fungicide at this time
followed by applications to protect the berries during their development.

Using various strategies such as the collection and destruction of diseased fruits and
the combination of systemic products with protectants would help to mitigate the effects
of the pathogen.
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Abstract

As a first step to establish the genetic structure of the sea urchin Echinometra lucunter lucunter
throughout the Caribbean Sea, 26 microsatellite loci were isolated using Illumina paired-end
sequencing, Next Generation Sequencing (NGS). We successfully optimized 17 loci for genotyping
and the variation tested for 23 individuals from the Caribbean Sea and Tropical Eastern Atlantic
Ocean. The allele number per locus (Na) ranged from four to 24, the observed heterozygosity (Ho)
from 0.682 to 1, and the expected heterozygosity (He) from 0.609 to 0.9304. We detected no linkage
disequilibrium between pairs of loci. These microsatellites will be used for the first time to detect
the influence of marine barriers to genetic flow in the sea urchin E. lucunter lucunter throughout
the Caribbean Sea. These new validated markers will be essential for current conservation and
connectivity studies across the Caribbean Sea and the Atlantic Ocean.

Keywords: Marine connectivity; Echinodermata; Caribbean Sea; Microsatellites; Nuclear markers;
Echinometra lucunter.

Resumen

Como primer paso para establecer la estructura genética del erizo de mar Echinometra lucunter
lucunter a lo largo del Caribe, se aislaron 26 microsatélites usando secuenciacion de extremo
pareado (Next Generation Sequencing, NGS) Illumina. Se optimizaron exitosamente 17 marcadores
y se probo su variacion alélica en 23 individuos recolectados a lo largo del mar Caribe y en Cabo
Verde, Atlantico oriental tropical. El nimero de alelos por locus (Na) fluctud entre cuatro y 24, la
heterocigosidad observada (Ho) entre 0,682 y 1 y la heterocigosidad esperada (He), entre 0,609 y
0,9304. No hubo desequilibrio de ligamento entre los pares de locus detectados. Los microsatelites
aislados e identificados se usaran por primera vez para detectar la influencia de las barreras marinas
en el flujo génico del erizo E. lucunter lucunter a lo largo del mar Caribe. Estos nuevos marcadores
seran esenciales para la conservacion y los estudios de conectividad a través del mar Caribe y el
océano Atlantico, area donde se distribuye la especie.

Palabras clave: Conectividad marina; Echinodermata; Mar Caribe; Microsatelites; Marcadores
nucleares; Echinometra lucunter.
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Introduction

Sea urchins play an ecologically important role in marine coastal ecosystems because
of their high abundance and herbivorous feeding preference. Echinometra lucunter
(Linnaeus, 1758) is often the dominant herbivore of benthic algae in shallow intertidal
areas making it an excellent model to identify connectivity patterns for benthic organisms
of the Atlantic Ocean.

E. lucunter is the most widely distributed species of the genus Echinometra. It has two
subspecies, one in the Eastern Atlantic (Echinometra lucunter polypora Pawson, 1978)
and the other in the Greater Caribbean (E. lucunter lucunter Linnaeus, 1758) which are
separated from each other by 200000-250000 million years (McCartney, ef al., 2000). The
subspecies E. lucunter polypora was proposed by Pawson (1978) based on morphological
differences found in specimens that live in the Central Atlantic islands of Ascension and
St. Helena. Molecular analyses based on the CO1 gene (McCartney, ef al., 2000) show
that the closest approach is found between populations present in the African Atlantic,
the Central Atlantic Islands (Ascension and St. Helena), and Brazil, suggesting that these
populations belong to the subspecies E. lucunter polypora. The subspecies E. lucunter
lucunter is present only in the Greater Caribbean.

Researchers have designed and used several types of molecular markers in the past to
study genetic diversity within a species and analyse population distribution. Marker choice
depends on the study, the particular species, and the questions to be answered (Sunnucks,
2000), therefore, it is necessary to use the correct molecular marker in line with the goals
of the research and the available budget.

Microsatellites, or simple sequence repeats of loci (SSR), are tandem repeats of up to
six nucleotides in the nuclear genome. The number of repeat units commonly ranges from
around 5 to 40, with the number of repeats (and therefore sequence length) corresponding
to different alleles (Selkoe & Tonnen, 2006).

As a first step to establish the genetic structure and the influence of the marine barriers
to the sea urchin Echinometra lucunter lucunter throughout the Caribbean Sea, we present
the design, development, and characterization of 17 microsatellite markers in the sea
urchin E. lucunter.

Materials and methods

Development of microsatellites

We selected eight E. lucunter lucunter individuals from three sites: Venezuela, Honduras,
and Puerto Rico to develop microsatellite markers (Table 1).

Table 1. Samples used to design the simple sequence repeats (SSRs) of Echinometra lucunter

Country  Coordinates Collection  Sites/Number of  Approval organization
date samples samples / approval number
Venezuela 10°41°20.7”N  15/02/2016  Islote Lobos/2 Universidad Simoén Bolivar/
63°52°29.11” W by-product of the artisanal

fishery of the Araya Peninsula
in Venezuela

Honduras 15°58°17.92” N 14/05/2015  Cayos Cochinos/3  Instituto Nacional de
86°28°14.36” W Conservacion y Desarrollo
Forestal Areas Protegidas
v Vida Silvestre (ICF)/
Resolution-DE-MP-080-2015

Puerto 17°57°08.61” N 15/06/2016  Cayo Enrique/3 Departamento de Recursos
Rico 67°03°24.30” W Naturales y Ambientales/
DRNA: 2016-I1C-052
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Genomic DNA was extracted from tube feet using the DNeasy Blood & Tissue kit
(Qiagen, Hilden, Germany) (Qiagen, 2006). The resulting DNA extractions were indexed
and pooled to create a paired-end library using the Illumina Nextera® DNA Library
Preparation Kit (Illumina, California, USA). Sequencing was carried out using an I[llumina
MiSeq platform (Illumina, California, USA) at the University of Salford, Salford, UK.

Microsatellite PCR markers were developed in-house using a previously published
microsatellite design method (Fox, et al.,, 2019). The Griffiths, et al. (2016) workflow
was used to detect microsatellites in the sequence data and design PCR primers. Multi-
individual microsatellite identification (MiMi) (Fox, et al., 2019) was used subsequently
as further quality control on potential markers.

To check for amplification success, we tested potential markers with the same eight
DNA extractions used to design the microsatellites and extractions from additional
individuals from the Colombian Caribbean Sea and the Tropical Eastern Atlantic Ocean.
For the amplification steps we used the specifications of the Type-it® Microsatellite
PCR kit (Qiagen, Hilden, Germany), (Qiagen, 2009) in a reaction volume of 5l and the
following thermal cycle: Step 1: 95°C/5 minutes; step 2: 28 cycles x (95°/30 seconds for
denaturation, 61°C/90 seconds for annealing, and 72°C/30 seconds for elongation); step
3: 60°C/30 minutes, and step 4: hold at 4°C. We checked the final Sul of PCR product
solution on 1.8% agarose electrophoresis gel against a Hyperladder IV size standard
(Bioline, London, UK) to confirm successful PCR amplification and the approximate size
range of the fragments. Twenty-six SSR’s were successfully visualized with these steps. To
facilitate multiplexing, a universal tail PCR approach (Blacket, et al., 2012; Culley, et al.,
2013) was used to add a fluorochrome to each of the markers (6FAM, TAMRA, HEX, and
PET). Amplification success, thermal cycles, PCR features, and confirmation of successful
gels were used as in the earlier step.

Microsatellite screening

In order to assess polymorphism of SSR’s, we analysed 23 DNA samples from Cape Verde
(Africa) and Caribbean localities (Table 2) using six multiplex (three-four markers each)
and seven singleplex reactions (Table 3) using the PCR thermal cycles described previ-
ously. Confirmation of amplified SSR was again through visualizing on 1.8% agarose gels.

Table 2. Populations used to observe behaviour and polymorphism of microsatellites loci developed for Echinometra lucunter

Country Coordinates Collection  Sites / number of Approval organization samples / approval number
date samples
Honduras 15°58°17.92” N 14/05/2015 Cayo Cochinos/3 Instituto Nacional de Conservacion y Desarrollo Forestal Areas
86°28°14.36” W Protegidas y Vida Silvestre (ICF)/ Resolution-DE-MP-080-2015
Puerto Rico  17°57°08.61” N 15/06/2016 Cayo Enrique/3 Departamento de Recursos Naturales y Ambientales/ DRNA: 2016-
67°03°24.30” W 1C-052
Colombia 12°27°3.6” N 01/07/2016  Cabo de la Vela/l Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible, Republica de
72°7°17.4” W Colombia, Autoridad Nacional de Licencias Ambientales (ANLA):
8°41'82"N  15/06/2016 Capurgani/2 Resolution number 233, 12 of March 02014
77°19°12.7° W OISR
12°32°34” N 14/08/2016  San Andrés/3
81°44°45” W
14°17°4.52” N 18/08/2016 Isla Cayo Serrana /1
80°22°55” W
Venezuela 10°41°20.7” N 15/02/2016 Islote Lobos/2 Universidad Simon Bolivar/ by-product of the artisanal fishery of the
63°52°29.11” W Araya Peninsula in Venezuela
Cape Verde- 16°35°39.4”N  11/08/2011 Santa Maria, Sol Donation by Owen Wangensteen, Department of Animal Biology at
Africa 22°53°42.6” W Island/8 University of Barcelona.
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Capillary electrophoresis of PCR products was performed using an Applied Bio-
systems 3730 DNA Analyzer at the Genomic Technologies Facility, University of
Manchester (UK). Length and allele scoring of PCR products were estimated using
the GeneMapper 5 (ThermoFisher Scientific) and Peakscanner v1.0 software (Applied
Biosystems). Seventeen primers showed successful amplification, variable microsatellite
loci, and were successfully genotyped in all 23 samples used.

Data analysis

We used the microsatellite genotypes of 23 individuals from several localities in the
Caribbean and at Cape Verde (Africa) for analysis. Data were edited in Excel (Microsoft,
Washington, USA) tables and converted to input files (Microsatellite Toolkit) to produce
the genepop data. To detect and estimate genotyping error, data were probed using the
Microchecker (Van Qosterhout, et al, 2004) software. We then tested for Hardy-
Weinberg Equilibrium (HWE), calculated the number of alleles per loci (Na) and
population, and observed heterozygosity (Ho) and expected heterozygocity (He) with
the GenAlEx platform (http://biology.anu.edu.au/GenAlEx/Welcome.html). We estimated

Table 3. Characteristics of 26 nuclear microsatellite markers developed for Echinometra lucunter. F: Forward. R: Reverse. F.L: Fluorescent
label. Grey: No development

Reactions  Locus Universal tail used Primer sequences F.L Repeat Allele size
motif tange (bp)
Singleplex =~ EL1 F: GCCTCCCTCGCGCCA AATGCTCCCCAAATTTCTCG
6-FAM  AAG*81
R: GCCTGTTACAATTTCCTGGGG
Singleplex =~ EL2 F: GCCTCCCTCGCGCCA ATGGCTTTTGGGACAGATGG
6-FAM  AAG*111 394-434
R: TCCTCAGAAATTATGCCCGC
Singleplex =~ EL3 F: GCCTCCCTCGCGCCA CGATGTGAGACTAGAAATGTACGG
6-FAM  AAC*93 390-407
R: CGACAACTGGTACCTGGACG
Singleplex = EL4 F: GCCTCCCTCGCGCCA GCATGTTCACGATTTGAAGG
6-FAM  AAG*90 241-269
R: GCAGATGGTGGAGAAGAGG
Singleplex ~ EL5 F: GCCTCCCTCGCGCCA CTTTCAAAGACCCGATACAACG
6-FAM AG*90 296-324
R: TGCACCGAATAATGATGAGC
Singleplex =~ EL6 F: GCCTCCCTCGCGCCA TGATCGAAACGGTGACATCC
6-FAM AAAC*104  209-253
R: AGTCAGATCACCGCCATGC
Singleplex = EL7 F: GCCTCCCTCGCGCCA TGGGACAAAGAGAGAGCTTGG
6-FAM AG*72 162-171
R: AGCGGATGTTGATTTACGGC
Multiplex] ~ EL8 F: CAGGACCAGGCTACCGTG GGCTTATGGTCACAGGACTGG 6-FAM AG*68
R: GGAAGAGCTCGCTTGATTCG
EL14 F: CACTGCTTAGAGCGATGC TCTTCTCGATCCCTCTTTGTCC
PET AAG*84 333-345
R: TGAAGGTGCACTGATGGAGG
EL20 F: CGGAGAGCCGAGAGGTG CGCCATTAATGTCAACACCG
HEX ATC*69 249-318
R: AGCATCTGAATCCCCACCC
Multiplex2 ~ EL9 F: CAGGACCAGGCTACCGTG CCGTCTTGAGAGCTATCGGC
6-FAM  AGT*72
R: GCGTTTAAGATTCCCTTTGCC
EL15 F: CACTGCTTAGAGCGATGC GTTTCACATCGGTCCGTCG
PET AAG*93 346-400
R: CTCCATAGCAACATGACGGG
EL21 F: CGGAGAGCCGAGAGGTG GCAGTATCATCATCGCCAGC
HEX ATC*126 315-561
R: TCAGGGATTGTGTCTTTGCG
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Reactions Locus Universal tail used Primer sequences F.L Repeat  Allele size
motif tange (bp)
Multiplex3 EL10 F: CAGGACCAGGCTACCGTG TCAGCCTAAGTGTGTTGGAAGC R AGEIA
R: CTCTGTGCAAAGAAGGTTAAGTGC
EL16 F: CACTGCTTAGAGCGATGC TGAAGACGTTCGTTGATTGC
PET AG*52 182-272
R: GCACTTACATCAGTGGATTGC
EL22 F: CGGAGAGCCGAGAGGTG ACATTGAAAACACTGGGGCG
HEX AAG*129 156-294
R: ATGCATTTTCATGTGCACCC
Multiplex4 EL11 F: CAGGACCAGGCTACCGTG TGATGCTCTACATTTGAGCCC GEAM  AGH6S
R: TCTCCCTAGCGTTACAGGGG
EL17 F: CACTGCTTAGAGCGATGC AAGTGGGTAGGCCAACGCTACACG
PET AG*96 217-247
R: ACGCGCATACTATAGCGTGGTGG
EL23 F: CGGAGAGCCGAGAGGTG GAGACAGAATGAAAATCGCTGC
HEX TG*38 297-367
R: CGAAGGGACTATGAAACGGG
Multiplex5 EL12 F: CAGGACCAGGCTACCGTG TGGTGCAAATGTAGCAGTCG
6-FAM  AGT*75
R: CGTGGTACATTGCTTACAGCC
EL18 F: CACTGCTTAGAGCGATGC GCTCATTGGCAGATCAAACG
PET AG*60 217-399
R: CTTGCTCTCTTGTTCTATTCCCC
EL24 F: CGGAGAGCCGAGAGGTG CGGTGACCCTACAGTAAACTTGC
HEX AG*54 300-474
R: TCCCTCTTTCTCCCACGC
Multiplex6  EL13 F: CAGGACCAGGCTACCGTG CCATGCCCAATAATAACGCC
6-FAM  AG*128
R: ATCCTTGGGCCATCTTTCC
EL19 F: CACTGCTTAGAGCGATGC CAAACTAAAGACGCCCAGCC
PET AG*40 156-186
R: ATGAGGCTTCCCTGAATCCC
EL25 F: CGGAGAGCCGAGAGGTG TAAACCAGGCCAGAATGACG HEX TC*7)
R: TGGGAGCTTTTAGTCCGAGC
Singleplex EL26 F: CGGAGAGCCGAGAGGTG TTCATCCAACTCTGTCACATCC HEX AAG*147

the Polymorphic Information Content (PIC) of each locus using the program Cervus
3.0.7 (Kalinowski, et al., 2007), and the genotypic linkage disequilibrium using GenPop
(http://genepop.curtin.edu.au/). We used the Bonferroni correction method to adjust the
significance levels for HWE and linkage disequilibrium tests.

Results

The [llumina MiSeq run generated 27,043,607 paired-end reads with the eight DNA
samples (Honduras, Puerto Rico, and Venezuela). We obtained a further filtered list of
308 potentially amplifiable loci (PAL) with the pal_filter from the Galaxy platform and we
selected 26 PAL’s for screening: 14 di-, 11 tri- and one tetra-nucleotide (Table 3).

After several assays, we obtained 17 successful microsatellite markers: Nine di-, seven
tri-, and one tetra nucleotide (Table 4). The allele number per locus (Na) ranged from four
to 24 while the observed (Ho) and expected (He) heterozygosities ranged from 0.682 to 1
and 0.609 to 0.9304, respectively.

Two out of the 17 loci deviated from HWE (EL22- present in 16 of 23 samples during
microsatellite screening and EL14- present in all samples except one in San Andres Island)
after Bonferroni correction for multiple testing (p<0.05). Homozygote excess, related to
the presence of null alleles or stochasticity due to the different locality sources for one
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Table 4. Characteristics of 17 markers developed for Echinometra lucunter

Locus Forward and reverse primer Fluor R.motif Locussize N Na Ne Ho He PIC pHWE pHWEbc

name range

EL2 ATGGCTTTTGGGACAGATGG 6-FAM (AAG),, 394434 7 7 4900 0.857 0.796 0.772 0.817 1.000
TCCTCAGAAATTATGCCCGC -

EL3 CGATGTGAGACTAGAAATGTACGG 6-FAM (AAC),, 390407 8 6 4414 1.000 0.773 0.744 0.509 1.000
CGACAACTGGTACCTGGACG -

EL4 GCATGTTCACGATTTGAAGG 6-FAM  (AAG),, 241269 8 6 4.000 1.000 0.750 0.712 0.559 1.000
GCAGATGGTGGAGAAGAGG -

EL5 CTTTCAAAGACCCGATACAACG 6-FAM  (AG),, 296-324 6 10 9.000 1.000 0.889 0.878 0.600 1.000
TGCACCGAATAATGATGAGC -

EL6 TGATCGAAACGGTGACATCC 6-FAM (AAAC), 209253 8 4 2844 0.875 0.648 0.592 0.204 1.000
AGTCAGATCACCGCCATGC -

EL7 TGGGACAAAGAGAGAGCTTGG 6-FAM  (AG),, 162-171 8 4 2560 0.875 0.609 0.530 0.495 1.000
AGCGGATGTTGATTTACGGC -

EL14 TCTTCTCGATCCCTCTTTGTCC PET (AG),, 333-345 22 5 3.625 0.682 0.724 0.681 0.002**  0.034*
TGAAGGTGCACTGATGGAGG -

EL15 GTTTCACATCGGTCCGTCG PET (AAG),, 346400 20 16 10.256 0.800 0.903 0.895 0.014* 0.238
CTCCATAGCAACATGACGGG -

EL16 TGAAGACGTTCGTTGATTGC PET (AG),, 182-272 16 19 15.059 0.875 0934 0930 0.144 1.000
GCACTTACATCAGTGGATTGC -

EL17 AAGTGGGTAGGCCAACGCTACACG PET (AG),, 217-247 19 13 8.022 0.789 0.875 0.864 0.590 1.000
ACGCGCATACTATAGCGTGGTGG -

EL18 GCTCATTGGCAGATCAAACG PET (AG),, 217-399 21 22 11.919 0.810 0.916 0911 0.024* 0.408
CTTGCTCTCTTGTTCTATTCCCC -

EL19 CAAACTAAAGACGCCCAGCC PET (AG),, 156-186 11 10 5.261 0.909 0.810 0.792 0.275 1.000
ATGAGGCTTCCCTGAATCCC -

EL20 CGCCATTAATGTCAACACCG HEX (ATC),, 249-318 20 16 10.000 0.850 0.900 0.892 0.021* 0.357
AGCATCTGAATCCCCACCC -

EL21 GCAGTATCATCATCGCCAGC HEX  (ATC),, 315-561 22 24 13.444 1.000 0.926 0.921 0.229 1.000
TCAGGGATTGTGTCTTTGCG -

EL22 ACATTGAAAACACTGGGGCG HEX (AAG),, 156294 15 13 9.783 0.733 0.898 0.889 0.001*** 0.017*
ATGCATTTTCATGTGCACCC -

EL23 GAGACAGAATGAAAATCGCTGC HEX (TG),, 297-367 19 18 11.108 0.842 0.910 0.904 0.017* 0.289
CGAAGGGACTATGAAACGGG -

EL24 CGGTGACCCTACAGTAAACTTGC HEX (AG),, 300-474 10 13 10.000 0.800 0.900 0.892 0.130 1.000

TCCCTCTTTCTCCCACGC -

Fluor: Fluorescent dye, R. motif: Motif of repetition, N: Sample size, Na: Allele number, Ne: Allele effective number, Ho: Observed heterozygosity, He:
Expected heterozygosity, PIC: Polymorphic information content, pHWE: Hardy-Weingberg Equilibrium, pHWEbc: Hardy-Weingberg Equilibrium with
Bonferroni Correction method. *: p<0,05, **: p<0,01; *** p<0,001

population, might explain these deviations. Polymorphic information content (PIC)
ranging from 0.530 to 0.930 shows normal polymorphism behavior (Table 4). We did
not detect linkage disequilibrium between any locus pair after the Bonferroni correction,
which means that in general, all the loci were independent.

Discussion

Microsatellite development is useful for a variety of genetic analyses of population
structure. In this case, these markers will be used for the first time to confirm the influence
of marine barriers to genetic flow among populations of E. lucunter lucunter throughout
the Caribbean Sea.
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For many years, based upon the biological characteristics of marine organisms and
barriers such as mouths of rivers, marine currents, physicochemical parameters, and others
in the Caribbean Sea, several authors have wondered if the organisms of this area are
genetically homogeneous or segregated. While few marine barriers have been identified
(Carlin, et al., 2003, Baums, et al., 2005, Cowen, et al., 2006, Taylor & Hellberg,
2003, 2006), several biophysical models have been proposed to identify patterns of
connectivity and potential barriers to larval dispersal of reef fish (Schultz & Cowen,
1994; Paris & Cowen, 2004; Cowen, et al., 2006). There are few genetic evaluations of
other marine groups providing evidence of both connectivity and phylogeographic breaks
for the Caribbean (Avise, 1992; Carlin, et al., 2003; Taylor & Hellberg, 2003; Baums,
et al., 2005).

According to Fox, et al. (2019), ecological and conservation studies often focus upon
non-model species for which genetic markers are not available, and Echinometra species
are an example. The methodology used to isolate and characterize the E. lucunter loci
followed the method of multi-individual microsatellite identification (MiMi) proposed
by Fox, et al. (2019) with the combination of affordable Next Generation Sequencing
(NGS) and freely available bioinformatics tools. Our positive results support once again
the effectiveness and speed of this method.

The application of the microsatellite markers developed herein to additional E.
lucunter populations will allow understanding how the genetic diversity is distributed in
this benthic species throughout the Caribbean Sea considering its biological features and
the marine barriers described for the region.

Conclusions

Seventeen (17) new microsatellites were developed and characterized for the sea urchin
Echinometra lucunter lucunter. The markers fill up the gap of information regarding tools
to characterize the genetic structure of this species in the Caribbean Sea. Due to the absence
of microsatellites within the species of the genus Echinometra, it was necessary to develop
and characterize a number of this kind of markers to determine the genetic structure
of Echinometra lucunter lucunter in the Caribbean Sea. The successful isolation and
characterization of these microsatellites will contribute to genetic and marine connectivity
studies of Echinometra lucunter lucunter and Echinometra lucunter polypora through
their broad range of distribution in the Atlantic Ocean. Information on population genetics
of this species is crucial for the assessment of the ecological situation of their populations
and the development of management strategies when necessary.
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Resumen

Se describen y se relacionan en una linea de tiempo los antecedentes institucionales sobre el origen
y los hechos mas notables del Instituto de Ciencias Naturales, y se analizan los alcances de sus
contribuciones al conocimiento de la historia natural en Colombia durante el siglo XX, asi como los
logros institucionales mas importantes en el transcurso de las dos primeras décadas del siglo XXI en
la docencia, la investigacion y la divulgacion cientifica en torno a la biodiversidad y la conservacion
de la naturaleza.
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Abstract

We describe the background and main highlights regarding the origins of the Instituto de Ciencias
Naturales, Universidad Nacional de Colombia (Institute of Natural Sciences, National University
of Colombia) connecting them along a timeline. We also analyze the Institute’s contributions to
the knowledge of the natural history of Colombia during the 20th century, as well as its main
achievements during the first two decades of the 21st century in the fields of teaching, research, and
scientific dissemination of the country’s biodiversity and nature conservation.
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Antecedentes

El desarrollo de las tres primeras empresas cientificas mas importantes del pais, la
Expedicion Botanica, la Mision Zea y la Comision Corografica, asi como la creacion
a principios del siglo XX de instituciones dedicadas al estudio de la historia natural,
representan un legado de gran repercusion en la ciencia colombiana (Diaz-Piedrahita,
1997). Este importante acervo historico confluyo en la creacion del Instituto de Ciencias
Naturales de la Universidad Nacional (bajo la denominacion estatutaria de Departamento
de botanica) en 1936, institucion ejecutora de los primeros estudios taxondémicos e
inventarios de flora y fauna del pais en el siglo XX (Amat-Garcia, 2006; Amat-Garcia,
et al., 2011). La historia natural se entendid, en sus inicios, como la observacion y la
descripcion de la naturaleza y surgié como disciplina en el siglo XVIII (Ordéiiez, ef al.,
2004). Dichas nuevas corrientes del conocimiento promovieron las primeras grandes
exploraciones cientificas en América. La corte espaiiola, en el reinado de Felipe II (1556-
1598), comision6 a Francisco Hernandez de Toledo para viajar a la Nueva Espafia (actual
territorio de México) entre 1574-1577, pero sin duda alguna fue durante la época de Carlos
I (1759-1788) que estas exploraciones para el estudio de la naturaleza cobraron mayor
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relevancia con la financiacion de las reales expediciones botanicas a los Virreinatos del
Perti (1777-1788), la Nueva Espaiia (1787-1803) y la Nueva Granada (1783-1816), y de la
expedicion Malaspina (1789-1794).

Estas actividades constituyeron los puntos de partida de los inventarios de los recursos
naturales enuna época de expansionismo politico de las monarquias europeas para satisfacer
la necesidad de abastecer los gabinetes de historia natural y de poner a prueba la utilidad
econdmica de numerosos productos naturales (Farber, 2000). En ese contexto mundial
surgid durante el periodo colonial el primer programa de investigaciones de historia natural
de gran trascendencia en el Nuevo Reino de Granada, la Real Expedicion Boténica, la
cual se adelant6 entre 1783 y 1816 bajo el liderazgo del médico y sacerdote espafiol José
Celestino Mutis (Figura 1a). El programa de la Expedicion incluyd estudios botanicos,
zoologicos, geograficos, geologicos y mineralogicos (Forero, 1977; Diaz-Piedrahita,
1997; Amaya, 2005). Como fruto de la obra mutisiana se construiria el Observatorio
Astronémico Nacional en 1803, que se reactivaria en la Casa de la Expedicion y el Museo
de Historia Natural en 1824 (Pérez-Arbelaez, 1965; 1968).

Después de la independencia, cuando el gobierno se “estabilizaba” politicamente,
una de las primeras preocupaciones del vicepresidente Francisco de Paula Santander
(1792—1840) fue la reestructuracion de la educacion, la investigacion y la cultura
en la nueva Republica. Mediante decreto firmado el 28 de julio de 1822 se conformo
una segunda comision cientifica, liderada por Francisco Antonio Zea, cuya finalidad
era contratar cientificos europeos con la tarea expresa de fundar el Museo de Ciencias
Naturales, la Escuela de Minas e impartir catedras de ciencias naturales y quimica en
la Universidad Central. La meta de esa mision cientifica no era promover una nueva
expedicion botanica, sino crear un museo al estilo de los gabinetes de historia natural
europeos. En 1823 esta comision cientifica contratd a cuatro naturalistas franceses y
a un peruano con formacion académica europea; se trataba del quimico Jean Baptiste
Boussingault (1801-1887), del médico Frangois Desiré Roulin (1796-1874), de los
taxidermistas Jacques Bourdon (1790-1859) y el botanico Joustinne Marie Goudot
(1802-1847), provenientes del Museo Historia Natural de Paris, y del ingeniero de minas
Mariano Rivero (1798-1857). En 1823, también por iniciativa del General Santander,
se crearon las Escuelas de Botanica, Minas y Quimica y el Museo de Historia Natural.
Las escuelas finalmente no progresaron, pero la Universidad Central, predecesora segiin
algunos autores de la actual Universidad Nacional, y el Museo de Historia Natural
alcanzaron un desarrollo incipiente que se vio interrumpido por la gran agitacion politica
de 1828 (Diaz-Piedrahita & Mejia-de Mesa, 2010).

Entre 1850 y 1859 se adelantaron las actividades de una tercera comision cientifica,
la Comision Corografica de los Estados Unidos de Colombia, liderada por el gedgrafo e
ingeniero militar coronel Agustin Codazzi. Sus objetivos estaban orientados a producir
los mapas de cada una de las provincias de entonces y describir los aspectos naturales,
culturales y sociales de las comunidades humanas y de su medio natural (Bateman, 1958).
Durante su funcionamiento la Comision Corografica llevo a cabo un extenso trabajo en
los campos de la geografia fisica y la cartografia y en aspectos de la geografia humana,
pero también hizo importantes contribuciones floristicas, geologicas y arqueologicas.
Fueron miembros destacados de la Comision Manuel Ancizar (1812-1882), responsable
de describir las costumbres regionales de la poblacion colombiana, y José Jeronimo Triana
(1828-1890) (Figura 1b), botanico y médico que tenia las tareas de recolectar, examinar,
clasificar, herborizar y dar nombres botanicos a las plantas que se fueran encontrando. Las
actividades de la Comision Corografica se debilitaron por la falta de un decidido apoyo
politico y econdémico, suerte que corria toda empresa cientifica en la Nueva Granada
de aquella época (Soriano, 1968). El nacimiento del Colegio Militar durante el primer
gobierno del general Tomas Cipriano de Mosquera Figueroa (1845-1849), la fundacion
de la Sociedad de Naturalistas Neogranadinos en 1859 y la creacion de la Universidad
Nacional de Colombia en 1867, y el inicio de sus tareas pioneras en la Escuela de Ciencias
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Naturales, contribuyeron a la institucionalizacion de la ciencia en el pais al estructurarse
una comunidad académica y formadora de escuela en torno a las investigaciones sobre
historia natural (Restrepo, et al., 1993).

La transicion del siglo XIX al XX (1867-1902) se considera la época de oro de la his-
toria natural en el mundo (Farber, 2000). Este periodo se conoce como la era victoriana,
lapso en el que el tema de lo viviente tuvo un gran impacto en la sociedad. Se destaca en
esta época Charles Darwin (1809-1882), quien publicé el 24 de noviembre de 1859 su libro
Sobre el origen de las especies, el cual gener6 un cambio revolucionario en las ciencias
naturales al demostrar la evolucion de los seres vivos y la relacion que habia entre ellos.
Entre tanto, en el pais se asimilaba el pensamiento darwiniano con reserva y controversia.
Los naturalistas colombianos “simpatizaban con las ideas darwinistas sin producir mucho
ruido” (Restrepo, 2009). En este tiempo se impartieron los primeros cursos de botanica,
zoologia, anatomia, antropologia, paleontologia, fisica y quimica en la Escuela de Ciencias
Naturales de la Universidad Nacional, la cual se convirtié en un semillero académico que
se forjo desde la fundacion de la universidad en 1867 hasta su cierre temporal en 1902.
La Escuela de Ciencias Naturales, que funcionaba en forma paralela con la Escuela de
Medicina, se integré en 1871 como una dependencia de la Universidad Nacional y su
primer director bajo esta condicién académico-administrativa fue José Francisco Bayon
Fernandez (1817-1851), médico botanico y autor del Ensayo de Jilologia, considerado
el primer libro sobre maderas autoctonas del pais (Diaz-Piedrahita, 1999). José Vicente
Uribe, Bernardino Medina, Leoncio Barreto y Daniel Rodriguez, vinculados ante todo
al campo de las ciencias médicas, ocuparon las catedras relacionadas con la zoologia y
Carlos Cuervo Marquez (1858-1930), con una gran vocacion por las ciencias naturales,
asumio la catedra de botanica (Diaz-Piedrahita, 2000). Pero fue Santiago Cortés (1854-
1924) (Figura 1c¢), ingeniero y cientifico egresado de la Escuela, quien se constituiria en
el impulsor principal del conocimiento sobre historia natural en la Universidad Nacional
durante el siglo XIX y del nuevo proyecto botanico de la universidad en los inicios del
siglo XX, cuyo principal artifice fue el padre jesuita Enrique Pérez Arbelaez (1886-1972).
El mismo Pérez Arbeldez afirmo en sus escritos que Santiago Cortés habia despertado su
vocacion botanica (Diaz- Piedrahita, 2005).

Hacia el afio 1900, la mayoria de los médicos con orientaciones botanicas publicaron
importantes textos de consulta y de ensefianza que fueron asimilados por varias generaciones.
Lastimosamente, la escuela fue clausurada en 1902 por problemas politicos, administrativos
y econdmicos, pero, pese a estas circunstancias, marcé una etapa importante en el desarrollo
de la historia natural en el pais por su contribucion al conocimiento y a la ensefianza.

Figura 1. José Celestino Mutis, José Jeronimo Triana, Santiago Cortés
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Origenes del Instituto de Ciencias Naturales

En la Europa de la primera década del siglo XX el conocimiento de la historia natural tuvo
un cambio de paradigma en el sentido que le da Kuhn (1971), al orientarse hacia las multi-
ples disciplinas que hoy conocemos en el ambito de las ciencias de la vida y de la tierra. Con
la llegada del siglo XX el pais adoptd el modelo de la historia natural de la Europa de los
siglos XVIII y XIX. Hacia 1928 regreso6 al pais el padre Enrique Pérez Arbeldez S.J. (1886-
1972), después de visitar Espafia, Francia y Alemania, con el propoésito de perfeccionarse en
ciencias naturales y de acopiar informacion sobre el estado de las nuevas tendencias en la
investigacion bioldgica. A su llegada pudo constatar que el conocimiento sobre los recursos
naturales estaba rezagado, con inventarios bidticos inconclusos, y que el pais no estaba a la
altura de las necesidades y los retos que imponia el siglo XX (Arango, 1992). Sus primeras
tareas estuvieron encaminadas a la creacion del Herbario Nacional Colombiano (COL),
propiciada por su amistad de infancia con la familia de la esposa del presidente Miguel
Abadia Méndez, quien dictd el decreto de su fundacion en 1928, afio en que fue nombrado
botanico del Ministerio de Industrias por el doctor José Antonio Montalvo. Por esa época,
en colaboracion con el Dr. César Uribe Piedrahita (1897-1951), el padre Enrique Pérez
Arbeléez realizo la primera excursion al Caquetd, donde obtuvieron las plantas con las que
se inici6 el Herbario Nacional (Arango, 1992).

El 12 de mayo de 1936, durante su vinculacion al Departamento de Agricultura del
Ministerio de la Economia y a la Universidad Nacional, el sacerdote jesuita sustento ante
el Consejo Directivo de dicha Universidad la conveniencia de crear un instituto botdnico
nacional. El 30 de octubre de 1936, mediante el Acuerdo 28, se aprobd en segundo debate
la creacion del Departamento de Botanica de la Universidad Nacional (Diaz-Piedrahita,
1997; Linares, 2001). Simultaneamente seguia funcionando el Herbario Nacional Colom-
biano ya instalado en la nueva sede del campus de la Universidad Nacional de Colombia;
alli se organizaron las colecciones del célebre botanico José Jeronimo Triana (1828-1890)
(Parra-Osorio & Diaz-Piedrahita, 2016).

El 18 de julio de 1938, con motivo del cuarto centenario de Bogota, se inaugurd
la nueva sede del Instituto de Botanica, rodeado del jardin Alexander von Humboldt,
en la recién creada Ciudad Universitaria, un proyecto urbano de grandes proporciones
disenado por el arquitecto aleman Erich Lange bajo la presidencia de Alfonso Lopez
Pumarejo (1880-1959). El 22 de septiembre del mismo afio, mediante el Acuerdo 84, se
adscribio al Instituto de Botanica el Museo de Ciencias Naturales, que funcionaba en la
Facultad de Medicina, y mediante el Acuerdo 5 del 30 de enero de 1939 se cambid el
nombre del Departamento de Botanica por el de Instituto de Botanica (Diaz-Piedrahita,
1997; Linares, 2001). El 14 de noviembre de 1940, mediante el Acuerdo 128, se
establecio que “a partir del 1° de diciembre el Instituto de Botanica se llamara Instituto
de Ciencias Naturales”.

En 1940, Armando Dugand (1906-1971) sucedié en la direccién del Instituto de
Ciencias Naturales al padre Enrique Pérez Arbeldez. En su administracion se diversifi-
caron las funciones de la institucion y se integroé formalmente el componente zooldgico con
la conformacion de las primeras colecciones, entre ellas las de entomologia y ornitologia.
Asimismo, se impartieron los primeros cursos de sistematica botanica del pais y se cred la
revista Caldasia, boletin oficial del Instituto de Ciencias Naturales dedicado a la memoria
del sabio naturalista Francisco Jos¢ de Caldas (1768-1816) y a sus importantes estudios en
botanica, zoologia, geografia y astronomia.

Dos hechos notables de la época fueron, primero, la programacion del primer curso de
botanica sistematica en la Universidad Nacional de Colombia, dictado por el Dr. Armando
Dugand en 1948, en el cual se prepararon los primeros taxénomos profesionales del pais:
Maria Teresa Murillo, Jests Idrobo, Alvaro Fernandez-Pérez y Roberto Jaramillo, y,
segundo, la creacion en 1959 de la carrera de ciencias naturales bajo la direccion del Dr.
Pablo Leyva (1911-1962), con lo que se inicid la formacion profesional de los primeros
botéanicos y zoologos del pais.
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El colectivo humano que especialmente durante las décadas de los 40, los 50 y los
60 aseguro el alto nivel del Instituto merece un sitio de primer orden en la historia de las
ciencias naturales del pais. Entre sus integrantes figuran Enrique Pérez Arbelaez (1886-
1972), Armando Dugand (1906-1971), Rafael Romero Castafieda (1910-1973), Hernando
Garcia Barriga (1913-2005), Roberto Jaramillo Mejia (1919-2006), Maria Teresa Murillo
P. (1929-2017), Alvaro Fernandez Pérez (1920-1994), Jesus M. Idrobo (1917-2010),
Lorenzo Uribe (1900-1980), Polidoro Pinto (1926-2004), Luis Eduardo Mora-Osejo
(1931-2004), Enrique Forero (1942- ), Gustavo Lozano C. (1938-2000), Santiago Diaz
Piedrahita (1944-2014), Pedro Ruiz (1932-1998), Humberto Alarcon (1926-1978, José
Ignacio Borrero(1921-2004), Antonio Olivares (1917-1975), y Jorge Hernandez (1935-
2001), entre otros (Forero, 1976b; Amat-Garcia, 2017).

En 1952 se cred la revista Mutisia- Acta Botanica Colombiana, en memoria de José
Celestino Mutis (1732-1808) y en ese mismo afio, el 4 de noviembre, mediante acuerdo
especial de caracter cultural, los gobiernos de Colombia y Espafia suscribieron en Madrid
el proyecto editorial Flora de Mutis, publicacion conjunta de la obra cientifica de José
Celestino Mutis en el marco de la Real Expedicion Botanica del Nuevo Reino de Granada.

Institucionalizacion de la taxonomia colombiana durante el siglo XX

En 1959 el Instituto de Ciencias Naturales consolido su papel en el conocimiento taxono-
mico del pais a raiz de varios acontecimientos que confluyeron en la década siguiente en la
implementacion de los programas académicos de botanica y zoologia en la primera carrera
de ciencias naturales instituida en el pais y el crecimiento significativo de las colecciones
con la incorporacion de cientos de ejemplares.

Un aporte muy significativo del Instituto en el campo de la zoologia fue la creacion
de la revista Lozania - Acta Zoologica Colombiana, destinada a la zoologia y dedicada al
primero de los zo6logos colombianos, Jorge Tadeo Lozano (1771-1816), Marqués de San
Jorge, quien fuera el coordinador de los estudios zoologicos de la Expedicion Botanica y
editor de Fauna de Cundinamarca. La primera mitad del siglo XX fue relevante para la
ciencia del pais por la creacion de las primeras revistas cientificas (1912) y la fundacion
de la Academia Colombiana de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales (1936). De forma
sinérgica, las colecciones de plantas y animales adquirieron una gran visibilidad nacional
y a los primeros ejemplares del COL, fechados en 1929, se sumaron los de los herbarios
Gabriel Gutiérrez Villegas en Medellin (1927), el Museo de la Salle en Bogota (1913), las
colecciones fundadas por la comunidad Lasallista, como el Museo de Historia Natural del
Instituto de La Salle de Bogota (1919) y el Museo del Colegio San José de Medellin (1938).
En la década de los cincuenta el Instituto de Ciencias Naturales contribuy6 a la formacion
cientifica en la Universidad Nacional y tuvo un papel fundamental en la creacion de las
carreras de agronomia y geologia y las primeras catedras de biologia general en las carreras
biomédicas, agronomicas y veterinarias.

Gracias al Acuerdo 48 de 1963 del Consejo Académico de la Universidad, el Instituto
de Ciencias Naturales quedé adscrito a la Rectoria, pero dos afios mas tarde, como efecto de
las politicas de integracion académica y de formacion de departamentos en la Universidad
Nacional de Colombia, se suprimi6 la carrera de ciencias naturales y en su lugar se cred
el nuevo Departamento de biologia (Instituto de Ciencias Naturales) con el primer plan
curricular de la carrera de biologia (Mora-Osejo, 1990; Cubillos, 2019).

Los afos 60 fueron una etapa de intensa actividad académica para el Instituto, una
¢época febril que fue descrita por Victor Emilio Jara (1971), un historiador de las institu-
ciones cientificas, de la siguiente manera:

Cuando el Instituto alcanz6 entonces las altas calificaciones académicas, como
cabeza de cinco departamentos para cinco carreras universitarias, informaba el rector a la
conciliatura, que fue el 6rgano directivo bajo la vigencia del decreto ley No 136 de 1957:
finalidades del instituto: a) realizar investigaciones cientificas, como continuacion de lo
hecho por la Expedicion Botanica, b) formacion de especialistas en Geologia y Geofisica
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y ¢) formacion de especialistas en Botanica y Zoologia (informe del rector Arturo Ramirez
Montufar. 1962). Entonces el Instituto tenia 16 profesores, 15 funcionarios administrativos
y 194 estudiantes, que promediaban apenas 6200 pesos por costo por estudiante/afio...”

Entre 1960 y 1980 merecen reconocerse los siguientes eventos por su impacto en los
avances del Instituto (Amat-Garcia, et al., 2015; Cubillos, 2019).

El influjo de la academia alemana en el pensamiento cientifico de los forjadores del
Instituto. El padre Enrique Pérez Arbelaez, por ejemplo, tuvo una franca formacion ale-
mana. El padre Lorenzo Uribe, director e investigador del Instituto, se doctor6 siendo ya
sacerdote en la Universidad de Friburgo. El Profesor Luis Eduardo Mora Osejo, director
entre 1965 y 1970, realiz6 sus estudios de doctorado en ciencias, biologia-botanica, en la
Universidad Johannes Gutenberg de Maguncia. Para las instituciones cientificas del pais,
entre ellas el Instituto de Ciencias Naturales, la academia alemana significé una fusion de
la investigacion con la academia universitaria, proporcionando un modelo pedagogico de
grandes proyecciones (Marquinez, 2017)

La practica cientifica ejemplar de algunos investigadores con formacion religiosa.
Los padres Enrique Pérez Arbelaez, Lorenzo Uribe, Antonio Olivares, Gustavo Huertas,
Luis A. Camargo y Carlos Acosta contribuyeron a que el Instituto fuese en aquella época
un centro de gran productividad académica abierto a los especialistas y al mundo. Su
excelente formacion en biologia y sus resultados fueron el reflejo de un trabajo organizado,
incansable y disciplinado, aspectos que dejaron una huella en las generaciones subsecuen-
tes de bidlogos.

La contribucion de los cientificos extranjeros que prolongaron su permanencia o
se radicaron definitivamente en el pais. Estos cientificos encontraron en el instituto un
ambiente ideal para la continuacion de sus estudios. Especial mencion merecen el botanico
José Cuatrecasas Arumi (1903-1996), el etnobotanico Richard Evans Schultes (1915-2001),
el botanico Ellsworth Killip (1890-19968), el entom6logo Leopoldo Richter (1896-1984),
el herpetdlogo Federico Medem (1912-1984), el paleoecdlogo Thomas van der Hammen
(1924-2010) y los ictidlogos Cecil Miles (1898-1982) y George Dahl (1905-1995).

Los programas sociales y educativos dirigidos a los paises latinoamericanos en los
afios 60. Programas como la Alianza para el progreso y el Plan Atcon, originados en Estados
Unidos, promovieron la 1lamada reforma Patifio, basada en la creacion de departamentos
en las facultades universitarias como condicién para financiar los grandes proyectos
académicos, cientificos y tecnoldgicos (Arias de Greiff & Sanchez, 2006).

La creacion de la carrera de biologia, adscrita al Departamento de biologia de la
naciente Facultad de Ciencias en 1965. Esta reforma curricular fortalecié una gran alianza
entre el Instituto de Ciencias Naturales y el Departamento de biologia, lo que permitio
establecer nuevas directrices en la formacion de los bidlogos del pais (Mora-Osejo, 1990).

En 1966, con ocasion de la celebracion de los 143 afios de la fundacion de Cundina-
marca, se inicié la publicacion de la serie Catalogo Ilustrado de las Plantas de Cundina-
marca. El mismo afio se inici6 la ejecucion del proyecto Geologia del Cuaternario y Pali-
nologia de Colombia en cooperacion con la Fundacion Neerlandesa para el Fomento de
Estudios Tropicales. En este proyecto numerosos investigadores colombianos y holandeses
estudiaron las culturas pre-ceramicas y los bosques de la cordillera Oriental colombiana.
Por esta misma época el Instituto Roberto Franco (hoy Estacién Bioldgica Roberto Franco,
sede Villavicencio) se integro organicamente al Instituto de Ciencias Naturales.

En 1970, siendo director el profesor y orquidedlogo Alvaro Fernandez Pérez (1920-
1994), el Instituto estaba conformado por las secciones de botanica, zoologia, antropologia
y geologia. La seccion de botanica comprendia el Herbario Nacional Colombiano (COL)
y la de zoologia contaba con las unidades de entomologia, ictiologia, herpetologia, orni-
tologia y mastozoologia. En la década de los 70 se iniciaron los primeros procesos de
sistematizacion de datos en las colecciones del Herbario Nacional Colombiano (COL)
(Forero, 1976a); en 1976 se selld el ejemplar botanico nimero 150.000 del Herbario
(Forero, 1976b) y se convocd la primera reunion de curadores de los herbarios del pais
que dio origen a la creacion de la Asociacion Colombiana de Herbarios (ACH).
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En 1977, la Universidad Nacional (Instituto de Ciencias Naturales) y la Universidad
de Amsterdam firmaron un convenio para la ejecucion del proyecto ECOANDES de
estudio de los ecosistemas de montafia, su distribucion espacial, su dinamica y su historia.
Como producto de este convenio se hicieron importantes expediciones y se publicaron los
primeros volimenes de la serie Estudios en Ecosistemas Tropandinos.

Un hecho de importancia docente en los programas académicos de biologia del pais fue
la implementacion en 1975 de las salidas de campo en los cursos regulares de taxonomia
vegetal y animal, las cuales comprendian jornadas de campo de 12 a 15 dias durante las
cuales los estudiantes se formaban en el conocimiento de los distintos grupos de plantas
y animales y, en una sinergia entre la docencia y la investigacion, inventariaban la flora
y la fauna de la region visitada. El desarrollo exitoso de estas actividades académicas se
reflejo en la formacion de varias cohortes de bidlogos con orientacion hacia la taxonomia
y la sistematica.

En 1978 el Instituto recibi6 la Orden de Boyaca por sus aportes a la ciencia colombiana
y en este mismo afio presentd a la Universidad Nacional de Colombia el Programa Flora
de Colombia bajo la direccion del botanico Luis Eduardo Mora Osejo, quien ocupaba el
cargo de jefe de la seccion de botanica. El objetivo del programa era describir en varios
voliimenes la riqueza floristica del pais (Mora-Osejo, 1978; 1984); los dos primeros
volumenes se publicaron en 1983.

El Instituto de Ciencias Naturales y su contribucion al conocimiento
de la biodiversidad y su conservacion en el pais (1980-2019)

Hacia finales del siglo XX los conocimientos sobre la historia natural en el mundo per-
mearon las ciencias de la vida a través de multiples disciplinas, algunas con cierta tradicion,
como la sistematica, la biologia evolutiva y la biogeografia, en las cuales prevalecia el
pensamiento darwiniano. Otras disciplinas como la biologia molecular, la biologia de
la conservacion, la biologia experimental, la gendmica y la modelacién computacional
vinieron a contribuir a esta “nueva historia natural” (Tewksbury, ef al., 2014).

En el escenario actual de redes de conocimiento y ciencias de la complejidad, el
Instituto de Ciencias Naturales contintia siendo una institucion generadora de conocimiento
sobre la biota y la conservacion de la biodiversidad del pais. Siete factores estimularon un
progreso institucional significativo en los ultimos 30 afios (Amat-Garcia, 2006; Amat-
Garecia, et al., 2015).

El reconocimiento de Colombia como uno de los diez paises megadiversos del planeta
segiin la UNESCO-PNUMA (1991), lo que permitié que los paises con esta condicion
revisaran el estado de sus programas de inventario biologico.

El manifiesto de la comunidad cientifica mundial preocupada por la aceleracion de los
procesos de extincion de especies y la destruccion de sus habitats naturales (Wilson, 1988),
el cual influy6 en la orientacion de la investigacion ecoldgica en los casos de extincion
plantas y animales y el desarrollo urgente de planes de conservacion en paises con gran
diversidad y vulnerabilidad como Colombia.

La participacion de Colombia en el Convenio de las Naciones Unidas sobre Diversi-
dad Biologica (CDB) de 1992, el cual constituy6 el primer acuerdo mundial que abordaba
todos los aspectos de la diversidad bioldgica, incluidas las especies. Mediante la Ley 164
de 1994 el gobierno nacional ratificé su voluntad de conocer, conservar y usar de manera
sostenible las especies.

La formulacion de una politica nacional en biodiversidad (1997) aprobada por el
Consejo Nacional Ambiental con el proposito de reducir los procesos y actividades que
ocasionan el deterioro de la biodiversidad (Instituto Alexander von Humboldt, 1997).

La nueva reforma académica de la Universidad Nacional (1990-1997) bajo el
liderazgo de los rectores Antanas Mockus y Guillermo Paramo, con la cual se reorientaron
los programas académicos que acusaban falta de coherencia, enciclopedismo, desactuali-
zacion y descontextualizacion en el ambito internacional (Cubilles, ef al., 2019).
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Creacion de la maestria en sistematica en las areas de botanica y zoologia gracias al
Acuerdo 24 del 11 de febrero de 1981 expedido por el Consejo Superior Universitario.
Este acontecimiento fortalecid el perfeccionamiento académico de los futuros bidlogos
elevando el nivel de los profesores de sistematica vegetal y animal de todo el pais que,
hasta entonces, eran personas con titulo principalmente de bidlogo, ingeniero agrénomo o
ingeniero forestal, pero que no habian tenido la oportunidad de recibir educacién a nivel
de posgrado (Linares, 2001). También elevo la capacidad investigativa en los programas
flora y fauna de Colombia, aunque este ultimo solo se institucionalizé formalmente hasta
1995 con la publicacién de un primer volumen.

El Instituto de Ciencias Naturales se convierte en organismo consultor del naciente
Ministerio de Ambiente creado por la Ley 99 de 1993 mediante la cual “...se crea el
Ministerio del Medio Ambiente, se reordena el sector publico encargado de la gestion
del medio ambiente y los recursos naturales renovables y se reorganiza el Sistema
Nacional Ambiental (SINA)”. La Universidad Nacional se constituydé como miembro
de las juntas directivas del Instituto de Estudios Ambientales (IDEAM), del Instituto
de Investigaciones Marinas y Costeras José Benito Vives de Andreis (INVEMAR), del
Instituto de Investigaciones de Recursos Bioldgicos Alexander von Humboldt y del
Instituto Amazonico de Investigaciones Cientificas (SINCHI). En este sentido el articulo
16 de la Ley 99 reza: “El Ministerio del Medio Ambiente contara con el apoyo cientifico
y técnico de los centros de investigacion ambientales y de las Universidades publicas y
privadas y en especial del Instituto de Ciencias Naturales de la Universidad Nacional y de
la Universidad de la Amazonia”.

En 1998, el Instituto de Ciencias Naturales es designado como autoridad cientifica de
la Convencion sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora
Silvestres (CITES), capitulo Colombia. En 1999 lideré conjuntamente con el Instituto
Alexander von Humboldt la Agenda de Investigacion Sistematica para el siglo XXI, un
importante documento programatico para el diagndstico de la sistematica en Colombia
y para proponer estrategias de investigacion y conservacion bioldgica (Asociacion
Colombiana de Herbarios, ef al., 1999). En estos afios el Instituto convoco a toda la
comunidad cientifica nacional en el campo de la biologia a realizar los primeros congresos
nacionales de botanica y zoologia.

En cuanto a las colecciones del Instituto de Ciencias Naturales, éstas crecieron
considerablemente en las décadas de los 90 y del 2000. Es asi como al final de este
periodo ya se contaba con aproximadamente 500.000 ejemplares en el COL, 800.000 en
las colecciones zooldgicas y mas de 100.000 vestigios en las colecciones arqueologicas,
crecimiento que permite seguir catalogandolas como las mas documentadas del pais y como
instrumentos estratégicos para el desarrollo misional de la universidad y fundamentado de
la investigacion, la docencia y la extension (Linares, 2001).

Desde 1992 el Instituto de Ciencias Naturales ya se ocupaba de elaborar las primeras
listas de especies colombianas en riesgo de extincion, entre ellas las tortugas (Testudinata)
(Castafio-Mora, 1992). En 1996, por iniciativa del Ministerio de Medio Ambiente y
Desarrollo Territorial y el Instituto de Investigacion de Recursos Bioldgicos Alexander
von Humboldt se plante6 la necesidad de preparar y publicar la serie de Libros Rojos de
especies amenazadas de Colombia; para tal efecto, se convoco a varias entidades, entre
ellas al Instituto de Ciencias Naturales, para emprender un plan nacional para generar todo
el conocimiento posible sobre cudles y cuantas especies de plantas y animales estaban
amenazadas de extincion y los factores responsables de su condicion segun la metodologia
propuesta por la Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN).

En 1999 se dio inicio formal a la serie de Libros Rojo de especies amenazadas de
Colombia y al afio siguiente se conform6 un comité interinstitucional con la participacion
de nueve profesores del Instituto de Ciencias Naturales para establecer los mecanismos de
participacion de los especialistas en los diferentes grupos bioldgicos. El Comité coordina-
dor de categorizacion de especies silvestres amenazadas de Colombia se conform6 regla-
mentariamente mediante la Resolucion 12318 del 11 de noviembre de 2003 del Ministerio

775



Amat-Garcia G, Aguirre-Ceballos J

Rev. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat. 44(172):768-779, julio-septiembre de 2020
doi: https://doi.org/10.18257/raccefyn.1096

de Medio Ambiente y Desarrollo Territorial. Se aspira a que con esta lista de especies
la sociedad colombiana, especialmente las autoridades ambientales, conozca y proteja el
patrimonio bioldgico del pais. En resumen, se han relacionado 112 especies de aves, 43 de
mamiferos, 35 de reptiles, 55 de anfibios, 38 de peces marinos, 43 de peces de agua dulce,
unas 80 especies de invertebrados (terrestres y marinos) y aproximadamente 500 especies
de plantas. Hasta la fecha se han publicado 18 volimenes de la serie, con participacion
activa de 11 profesores del instituto.

Como una de las iniciativas en la tarea misional de la Universidad Nacional, el
Instituto cred en el 2000 el programa de doctorado en ciencias-biologia, con las lineas de
investigacion en taxonomia y sistematica, biodiversidad y conservacion y paleoecologia y
paleoecologia, el cual ha sido distinguido por Colciencias durante tres afios consecutivos,
1998, 1999 y 2000, como centro investigacion de excelencia en la categoria A y el mejor
equipo nacional de investigacion en taxonomia y sistematica (Amat-Garcia, et al., 2015).

A principios del afio 2000 el Instituto de Ciencias Naturales qued6 adscrito a
la Facultad de Ciencias con una planta de 34 docentes, un director, un coordinador de
docencia, un coordinador de investigacion y un coordinador de extension. Al programa
de taxonomia y sistematica se adicionaron los de biodiversidad y conservacion, manejo y
conservacion de vida silvestre y palinologia y paleoecologia. Estos programas estratégicos
se relacionaban transversalmente con los catorce grupos de investigacion estructurados
segun los lineamientos estipulados a nivel nacional por el Fondo de Financiamiento para la
Ciencia, la Tecnologia y la Innovacion Francisco José de Caldas (Colciencias). En segundo
lugar, los programas del Instituto tuvieron un impacto significativo en la docencia, ya que
con la reestructuracion del plan de estudios de la carrera de biologia las responsabilidades
docentes del area curricular se comparten equitativamente con el Departamento de bio-
logia. Durante el periodo 2000-2005 un promedio anual de 60 estudiantes de la carrera de
biologia realizaba sus trabajos y tesis de grado bajo la orientacion de docentes del Instituto.

Estudio y divulgacion del patrimonio natural de Colombia

En 1983, con los antecedentes de la creacion de la revista Caldasia en 1940 (41 niimeros
publicados), se propuso la creacion de la serie Flora de Colombia con el objetivo de dar
a conocer al pais su riqueza floristica, en cuyo marco se publicaron los dos primeros
nameros (Mora-Osejo, 1984). En la actualidad se han publicado 31 volimenes, casi
todos con versiones digitales en linea. En el mismo afio aparecio una tercera serie editorial
llamada José Jeronimo Triana, en homenaje al botdnico colombiano mdas importante
cuyos duplicados de colecciones botanicas constituyeron la base para iniciar el Herbario
Nacional Colombiano (COL). En esta serie editorial se dan a conocer multiples tematicas
de la biologia, especialmente de ecologia, sistematica y conservacion biologica, y hoy
cuenta con 34 niameros publicados. Una cuarta serie editorial se cre6 en 1995, luego de la
institucionalizacion del Programa Fauna de Colombia, que se dio a la tarea de divulgar la
informacion sobre la fauna del pais a través de la publicacion de la serie Monografias de
Fauna de Colombia, de la cual hoy se han publicado seis numeros.

Como una continuacion a los programas de investigacion biologica regionales del
Profesor Thomas van der Hammen, desarrollados entre 1970 y 1990, se cre6 en 1995 una
quinta serie editorial, conocida como Colombia Diversidad Bidtica, bajo la direccion de J.
0. Rangel-Ch., en cuyos 20 niimeros publicados se han dado a conocer aspectos faunisticos,
floristicos, de vegetacion y ecosistémicos de las regiones naturales de Colombia.

Las Guias de Campo del Instituto de Ciencias Naturales iniciaron su ediciéon en
marzo de 2007. En la sexta seriec se han publicado inventarios locales y regionales de
especies de fauna y flora con informacion bioldgica bésica sobre su taxonomia, ecologia
y distribucion geografica; se han editado en esta serie 25 ntimeros. Estas guias de campo,
complementadas con las Miniguias del Instituto de Ciencias Naturales (38 numeros
publicados), han permitido divulgar el conocimiento bioldgico en importantes sectores
de la sociedad como las autoridades ambientales locales y regionales, los docentes de
secundaria y los estudiosos de la flora y la fauna colombianas.
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En los ultimos diez afios el Instituto de Ciencias Naturales ha generado un conjunto
de conocimientos especificos requeridos por el gobierno nacional para trazar lineamientos
de gestion en politicas ambientales, principalmente sobre biodiversidad, conservacion,
ecosistemas y cambio climatico. Las modalidades de esta participacion estdn inscritas,
bajo el modelo de extension universitaria, como diagndsticos, consultorias, proyectos o
certificaciones de determinacion taxondmica.

Elactual personal docente de planta del Instituto de Ciencias Naturales esta conformado
por 32 profesores inscritos en 11 grupos de investigacion categorizados por Colciencias.
Como indicadores de productividad académica del grupo, en el periodo 2014-2018 se
destaca la direccion de 92 trabajos de grado (pregrado), 54 tesis de maestria y 11 tesis
doctorales; los integrantes del grupo ejecutaron 106 proyectos de investigacion; publicaron
201 articulos cientificos en 106 revistas internacionales indexadas "y en 95 capitulos de
libro"; asimismo editaron 15 libros (Rangel & Gantiva, 2019).

Conclusiones

El Instituto de Ciencias Naturales merece ser considerado como uno de los artifices en la
génesis del conocimiento sobre la historia natural y la biodiversidad del pais y en la forma-
cion de cientificos en el campo de la biologia durante el siglo XX por las siguientes razones.

Posee nexos historicos, cientificos y patrimoniales con cuatro importantes empresas
cientificas del siglo XIX: la Expedicién Botanica (1793-1816), la Mision Zea (1822-1826),
la Comision Corografica (1850-1859) y la Escuela de Ciencias Naturales de la Universidad
Nacional de Colombia (1867-1902).

2) Ha contado historicamente con el abrigo institucional de la Universidad Nacional
de Colombia desde su fundacion (1867). Se constituy6 en una de las primeras instituciones
en iniciar los planes de inventario de la flora y fauna colombianas.

3) Implemento en el pais los primeros planes curriculares en las carreras profesionales
en el campo de la biologia y otras areas afines. Dos hitos en el desarrollo de las ciencias
naturales en Colombia en el siglo XX son la creacion de la carrera de ciencias naturales en
1959 y la creacion del programa de posgrado (maestria) en sistematica en 1981, ambos con
la intencidn de formar bidlogos especializados en taxonomia y biodiversidad.

4) Ha creado importantes medios de divulgacion cientifica especializada, como la
revista Caldasia, que desde 1940 dan a conocer los estudios sobre la flora, la fauna, conser-
vacion y los ecosistemas colombianos de todos los investigadores nacionales y extranjeros.
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Material suplementario

Hemos incluido en este estudio, a manera de cierre, algunos elementos que forman parte
del patrimonio del Instituto en sus origenes, aspectos de su primera sede con testimonios
gréficos de su acontecer cientifico en aquella época (Figura 1S, https://www.raccefyn.
co/index.php/raccefyn/article/view/1096/2812); la convergencia de acontecimientos,
personajes y logros con la progresion historica en lineas de tiempo (Figuras 28, https://
www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/1096/2813 3S, https://www.raccefyn.
co/index.php/raccefyn/article/view/1096/2814 y 4S, hhttps://www.raccefyn.co/index.php/
raccefyn/article/view/1096/2815); la imagen institucional expresada en portadas editoria-
les (Figura 58S, https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/1096/2816) y el
actual equipo docente de planta (parcial) (Figura 6S, https://www.raccefyn.co/index.php/
raccefyn/article/view/1096/2817).
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Figura 1S. Estampas del Instituto de Ciencias Naturales. a) Primera sede, Ciudad
Universitaria (1938). b) Segunda sede, Ciudad Universitaria (1952). Los tres primeros
directores, de izquierda a derecha: Lorenzo Uribe (1952-1958), Enrique Pérez Arbeldez
(1936-1940) y Armando Dugand (1940-1952). ¢) Actividades en el Herbario Nacional
Colombiano (1940). d) Actividades en la coleccion de entomologia (1940) provenientes de
importantes expediciones realizadas en la década de los 50. A diferencia de las colecciones
botanica, ornitoldgica y entomoldgica, que fueron las primeras en desarrollarse, las
colecciones de peces, mamiferos, anfibios y reptiles se iniciaron un lustro después de la
fundacion del Instituto (Amat-Garcia, 2017). Ver la figura 1S en: https://www.raccefyn.
co/index.php/raccefyn/article/view/1096/2812

Figura 28S. Linea de tiempo (1936-1974) con acontecimientos y personajes de gran
significado en el desarrollo del Instituto de Ciencias Naturales. Los recuadros corresponden
adirectores de la institucion (Amat, et al., 2011). Ver la figura 2S en: https://www.raccefyn.
co/index.php/raccefyn/article/view/1096/2813

Figura 3S. Linea de tiempo (1977-2010) con acontecimientos y personajes de gran
significado en el desarrollo del Instituto de Ciencias Naturales. Los recuadros corresponden
adirectores de la institucion (Amat, et al., 2011). Ver la figura 3S en: https://www.raccefyn.
co/index.php/raccefyn/article/view/1096/2814

Figura 48S. Linea de tiempo (2010-2019) con hechos notables en el desarrollo del Instituto
de Ciencias Naturales. Ver la figura 4S en: https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/
article/view/1096/2815

Figura 5S. Contribucion del Instituto de Ciencias Naturales a la conservacion y manejo de
la fauna y la flora colombianas. a) Portada de uno de los volimenes de los Libros Rojos,
dedicado a los cangrejos en peligro en Colombia (2015). b) Portada de la Guia para la
identificacion de especies de aves sometidas al trafico ilegal en Colombia (2012). ¢) Plan
de manejo y conservacion de las palmas de Colombia. d) Plan de manejo y conservacion
de las orquideas de Colombia. Ver la figura 5S en: https://www.raccefyn.co/index.php/
raccefyn/article/view/1096/2816

Figura 6S. Planta parcial de profesores (2019) del Instituto de Ciencias Naturales de la
Universidad Nacional de Colombia (Archivo ICN). 1) Andrés Cuervo. 2) Carlos Sarmiento.
3) Edgar Linares. 4) German Pefia. 5) Alexis Jaramillo. 6) Jos¢ Carmelo Murillo. 7)
Martha Calderon. 8) Jaime Uribe. 9) Diego Giraldo. 10) Orlando Rangel. 11) Luis Carlos
Jiménez. 12) German Amat. 13) John Lynch. 14) Julio Betancur. 15) Olga Montenegro. 16)
Clara Inés Orozco. 17) Fernando Fernandez. 18) Agustin Rudas. 19) Jaime Aguirre. 20)
Gonzalo Andrade. 21) Ivan Mojica. Ver la figura 6S en: https://www.raccefyn.co/index.
php/raccefyn/article/view/1096/2817
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Propagation of Espeletiopsis corymbosa, Espeletia
barclayana, Espeletia summapacis, and Espeletia killipii in
greenhouse conditions
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Celestino Mutis, Bogota, D.C., Colombia

Resumen

Colombia cuenta con ecosistemas estratégicos, entre ellos los paramos ubicados por encima de los
3.000 ms.n.m. Estos ecosistemas se encuentran en riesgo debido a las actividades humanas. Con
el fin de contribuir a la conservacion de los frailejones, plantas caracteristicas de los paramos, se
generaron protocolos de propagacion de Espeletiopsis corymbosa (paramo de Guacheneque), Espeletia
summapacis 'y Espeletia killipii (padramo de Sumapaz) y Espeletia barclayana (paramo El Tablazo).
Se hizo la descripcion morfologica en diez semillas, la prueba de tetrazolio en cuatro réplicas de 50
semillas con corte en la testa y adicion de tetrazolio al 1 % a 40 °C durante 24 horas, y la prueba de
germinacion en 30 semillas por réplica en condiciones de invernadero con la aplicacion de cuatro
tratamientos pregerminativos (1. control; 2. inmersion en acido giberélico; 3. estratificacion fiia, y 4.
estratificacion fria e inmersion en acido giberélico y un sustrato diferente en E. barclayana). Se evalud
el crecimiento y la supervivencia en 30 plantulas. Las especies presentaron semillas con caracteristicas
morfoldgicas similares. El porcentaje de semillas vacias fue de 39 a 65 % y la germinacion inferior al
48 %. La viabilidad con tetrazolio fue mayor a la encontrada con la prueba de germinacion en todas las
especies, lo que indicaria dormancia fisioldgica, aunque con los tratamientos evaluados no fue posible
corroborar esto. En cuatro meses de evaluacion el crecimiento promedio de las especies fue de 0,65 cm,
con una supervivencia superior al 67 %, lo que respalda la propagacion en condiciones de invernadero.

Palabras clave: Conservacion; Frailejon; Germinacion; Paramo; Propagacion; Viabilidad de semillas.

Abstract

Colombia has strategic ecosystems, among them the paramos, which are located above 3,500
m.a.s.l. Due to human activities, these ecosystems are at risk. To contribute to the conservation of
frailejones, one of their characteristic plants, I worked on the generation of propagation protocols
of Espeletiopsis corymbosa (Guacheneque paramo), Espeletia summapacis and Espeletia killipii
(Sumapaz paramo), and Espeletia barclayana (El Tablazo paramo). The morphological description
was done in ten seeds, the tetrazolium test in four replicates of 50 seeds with cuts in the seminal cover
adding 1% tetrazolium at 40 °C for 24 hours, and the germination test in 30 seeds per replication in
greenhouse conditions using four pre-germinative treatments (none, immersion in gibberellins, cold
stratification for one month, cold stratification plus gibberellins, and in E. barclayana sowing in a
different substrate). The growth and survival were evaluated in 30 seedlings. The species seeds had
similar characteristics. Empty seeds were found in 39 to 65% of cases and germination was less than
48%. The viability with tetrazolium was greater than with the germination test in all species, which
may indicate physiological dormancy. However, this was not corroborated with the treatments under
evaluation. During the four months of evaluation, average species growth was 0.65 cm and survival
was over 67%, which favors the propagation in greenhouse conditions.

Keywords: Conservation; Frailejon; Germination; Paramo; Propagation; Viability of seeds.
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Introduccion

Colombia es una de las cinco naciones megadiversas del mundo. En su superficie continen-
tal de 114,17 millones de hectareas, es decir, el 0,77 % del area terrestre del mundo, alberga
aproximadamente el 10 % de las especies vegetales y animales conocidas (Valencia, et
al., 2010), y ecosistemas estratégicos, entre ellos, los paramos. Los ecosistemas estraté-
gicos son “aquellas areas dentro del territorio que, gracias a su composicion bioldgica,
caracteristicas fisicas, estructurales y procesos ecologicos, proveen bienes y servicios
ambientales imprescindibles e insustituibles para el desarrollo sostenible y arménico de
la sociedad”. El ecosistema de paramo se encuentra en el limite superior de los bosques
altoandinos, con una altitud que, seglin la ubicacion geografica, puede estar por encima de
los 3.000 m s.n.m. (Pedraza-Peiialosa, et al., 2004; Chaparro & Chaparro, 2012).

Los ecosistemas de paramo se consideran unicos. En todo el continente solo Colombia,
Venezuela, Ecuador, Perti y Costa Rica cuentan con paramos tropicales ubicados casi todos
en la cordillera de los Andes, salvo los de la Sierra Nevada de Santa Marta y los de Costa
Rica. Ademas de la vegetacion que los caracteriza, poseen condiciones climaticas, de suelos
y de altitud que los diferencian y hacen de ellos conjuntos de condiciones ambientales
singulares (Hofstede, ef al.,, 2003; Morales, et al., 2007; Buytaert, ef al., 2006).

Se estima que el area cubierta por los paramos fluctia entre 35.000 y 77.000 km?
(Buytaert, et al., 2006); su flora, unica y caracteristica, es el resultado de complejos
procesos de evolucion e incluye 3.399 especies de plantas vasculares descritas, de las
cuales la gran mayoria es endémica, lo que convierte a los paramos en uno de los puntos
calientes de biodiversidad (mini-hotspots) (Buytaert, et al., 2006; Londoiio, ef al., 2014).
Las especies estan adaptadas a las condiciones climaticas de baja presion atmosférica,
intensa radiacion y efectos de secado del viento (Buytaert, ef al., 2006).

En muchos de estos lugares hay una mayor probabilidad de extincidon de especies, lo
que se atribuye a causas como el cambio climatico, el aumento en la demanda de recursos
naturales, la ampliacion de la frontera agricola (Reed, et al., 2011), la contaminacion
industrial, la deforestacion, la pérdida de la diversidad genética, la erosion del suelo
(Mohan, 2011) y, en ocasiones, el reducido numero de individuos de una poblacion o
de las poblaciones de una especie y su distribucion restringida (Gonzalez-Benito &
Martin, 2011). De ahi que la estrategia mundial para la conservacion de plantas firmada
por mas de 180 paises en el 2002 plantee frenar esta pérdida mediante la comprension,
la conservacion de la diversidad vegetal y la promocidn del uso sostenible con técnicas
de conservacion en campo y en laboratorio (ex situ) (Heywood & Dulloo, 2005). Esto
ultimo es importante en el caso de las especies con dificultades de reproduccion, cuyas
semillas son recalcitrantes o se pueden reproducir de forma vegetativa (Reed, ef al.,
2011; Mohan, 2011). Los frailejones son especies predominantes en los paramos que
presentan un marcado endemismo relacionado, probablemente, con el hecho de que sus
semillas, a diferencia de otras asteraceas, no tienen los paraguas que les permiten ser
esparcidas por el viento, por lo que su distribucién es mas restringida (Morales, et al.,
2007). Ademas, a pesar de su importancia, sus poblaciones se estan viendo afectadas
principalmente por actividades humanas. En este contexto, y con el fin de contribuir a su
conservacion, se hicieron ensayos para generar protocolos de propagacion de Espeletia
barclayana, Espeletia summapacis, Espeletia killipii y Espeletiopsis corymbosa bajo
condiciones de invernadero, sobre todo teniendo en cuenta que esta ultima especie se
encuentra amenazada de extincion (Avila, et al., 2020).

Materiales y métodos

Recoleccion del material vegetal

La recoleccion del material vegetal se llevd a cabo en tres paramos de Colombia. En el
2017 se recolectaron frutos de E. corymbosa en el paramo de Guacheneque (municipio
de Villapinzén, Cundinamarca; N5°12.552°, 073°34.063°, 3.281 m s.n.m, voucher de
herbario CISB 353); en el 2018 se recolectaron semillas de E. summapacis y E. killipii
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en el paramo de Sumapaz (Bogotd, D.C.; N4°16.214°, 074°12.1603°, 3866 m s.n.m.;
CISB 817 y SLC 209), y en el 2019 se recolectd E. barclayana en el paramo El Tablazo
(Subachoque, Cundinamarca; N5°00 28.2, O74° 12 17.4; 3582 m s.n.m.; CISB 343). Se
verificd que las semillas tuvieran madurez fisioldgica a partir del color y la dureza de la
testa. Se recolecté material de por lo menos 20 individuos por especie con condiciones
fitosanitarias adecuadas. La taxonomia de cada especie se verifico y los especimenes se
ingresaron al Herbario del Jardin Botanico de Bogota “José¢ Celestino Mutis” (JBB). Las
semillas se transportaron el mismo dia de su recoleccién al Laboratorio de Conservacion
de Semillas del JBB y se limpiaron separandolas de las sinflorescencias. Se verifico la
presencia de embrion en 100 semillas por especie mediante inspeccion con un estereos-
copio Motic® SMZ-168 (Hong Kong, China). Los ensayos de germinacion se hicieron en
el afio de recoleccion de las semillas con material vegetal fresco.

Descripcion morfologica de las semillas

La descripcion interna y la externa se hizo en 10 semillas y embriones de cada especie.
Para las medidas se tuvieron en cuenta el largo, el ancho y las caracteristicas de la testa,
el endospermo y el embrion. Las medidas se tomaron con ayuda del programa Motic®
Images Plus 3.0 (China). La descripcion morfoldgica se hizo con base en Martin (1946) y
Niembro (1988).

Prueba de tetrazolio

La prueba de tetrazolio se hizo en cuatro réplicas de 50 semillas, excepto en E. barclayana,
en la que cada réplica fue de 25 semillas. A las semillas se les rompio la testa con una
cuchilla para la imbibicion durante 24 horas; seguidamente, se sumergieron en condiciones
de oscuridad en una solucioén de 2,3,5 cloruro de trifenil tetrazolio al 1 % durante 24
horas a 40 °C en un horno de secado Binder ED53-UL (Tuttlingen, Alemania) (Mancipe-
Murillo, et al., 2018). Una vez completado el tiempo, las semillas se enjuagaron con
agua y se evaluaron en un estereoscopio Motic® SMZ-171 (Hong Kong). Las semillas
se consideraron viables cuando la zona radicular y los cotiledones presentaron color rosa;
se tuvo en cuenta la tincion en la radicula y los cotiledones, pues si el embrion presenta
una tincion no homogénea puede significar menor vigor, aunque no ausencia de viabilidad
(Da Silva, et al., 2012), en tanto que el color rosa claro no homogéneo en la radicula o la
ausencia de coloracion de los embriones indica que no es viable.

Prueba de germinacion

Las pruebas de germinacion se hicieron con cuatro réplicas de 30 semillas en cada
tratamiento aplicado. Se hizo una prueba piloto en E. corymbosa aplicando tratamientos
pregerminativos: control; aplicacion de giberelinas GA, con una concentracion de 200,
300 y 400 ppm; adicion de giberelinas siguiendo protocolos de otros investigadores para
la propagacion in vitro con estas hormonas (Bohorquez-Quintero, ef al., 2016; Araque-
Barrera, et al., 2016) mediante la imbibicion de las semillas en las giberelinas durante 24
horas para su posterior siembra en un sustrato compuesto por tierra, turba y cascarilla en
proporcion de 60:20:20. Dado que el tratamiento de inmersion en giberelinas a 400 ppm
fue el mejor tratamiento en esta especie, se aplicd también en E. summapacis, E. killipii y
E. barclayana, es decir que en estas se aplicaron los tratamientos de control, 400 ppm de
GA, estratificacion fria por un mes y estratificacién fria por un mes seguida de 400 ppm
de GA,. La estratificacion se hizo durante un mes en un cuarto frio a 4°C y en cajas de
Petri con doble papel de filtro, el cual se mantuvo humedo; una vez cumplido el tiempo,
las semillas se sembraron bajo condiciones de invernadero en sustrato. En el caso de E.
barclayana se incluy6 un tratamiento adicional en el que se cambi6 el sustrato por virutas
de coco (chip de coco) y turba en proporcion de 70:30; en este tratamiento las semillas
se sembraron sin aplicar tratamientos pregerminativos. Las bandejas se mantuvieron en
condiciones de invernadero con un fotoperiodo de 12 horas, temperatura media de 17 °C,
maxima de 26 ° y minima de 13 °C durante el dia y de 11 °C y 19 °C durante la noche, y
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una humedad relativa promedio de 74 % con una maxima de 88 % y una minima de 45,9
% enel diay de 89 %y 61 % en la noche, estos valores que se tomaron con un registrador
de datos EBCHQ 94150 (China).

Las semillas se sembraron a una profundidad de 0,5 centimetros aproximadamente y
se consideraron germinadas en el momento en que emergieron los cotiledones a través del
sustrato (Villamil & Garcia, 1998). La germinacion se evalu6 cada tercer dia hasta que
hubiera cesado por tres semanas consecutivas a partir de la germinacion de la mayor parte
de las semillas.

El porcentaje de germinaciéon (PG) se calculé con base en el nimero de semillas
con embrion y el tiempo medio de germinacion (TMG) mediante la siguiente ecuacion
(Tompsett & Pritchard, 1998, Bewley, ef al., 2006, Ranal & Santana, 2006):

PG= (N/Ns) * 100 TMG =Y niti/Y" ni,
donde N es el nimero de semillas germinadas y Ns el nimero total de semillas con embrion;
ni es el nimero de semillas germinadas en la medida i€sima; ti es el tiempo en dias en la
medida iésima y k es el tiempo total de germinacion en dias.

Para el calculo se tuvo en cuenta el resultado de las pruebas de corte en cada especie,
de manera que al nimero total de semillas por réplica se le rest6 el numero de semillas
vacias y con el resultado se calculd el porcentaje de germinacion.

Comparacion entre la prueba de tetrazolio y la prueba de germinacion

El resultado del mejor tratamiento de la prueba de germinacion se compard con la prueba
de tetrazolio en cada especie para determinar el nimero de semillas viables sin germinar.

Crecimiento y supervivencia

Con el fin de describir el comportamiento de las semillas después de su germinacion,
se registro el crecimiento semanal de las primeras 30 plantulas obtenidas por especie
sin tener en cuenta el tratamiento aplicado; dado que los tratamientos se aplicaron para
favorecer la germinacion, se registrd la altura, el nimero de hojas y la permanencia de
los cotiledones durante cuatro meses. Las medidas se tomaron con un calibrador digital.
La supervivencia se evalud en otras 30 plantulas por especie una vez por mes durante
cuatro meses.

Analisis estadistico

En cada conjunto de datos se evalu6 el supuesto de normalidad con la prueba de Shapiro-
Wilk. Los datos que se comportaron de forma normal se analizaron con un ANOVA modelo
I, balanceado y simple, para evaluar diferencias entre: 1) la morfometria de las semillas,
y 2) la viabilidad con la prueba de tetrazolio entre las especies evaluadas. Para los datos
no paramétrico se empleo la prueba de Kruskal-Wallis, con el fin de evaluar si existian
diferencias entre: 1) el porcentaje de germinacién segun el tratamiento pregerminativo
utilizado en cada especie evaluada; 2) el tiempo medio de germinacion entre las especies,
y 3) el porcentaje de germinacion y el de semillas viables segtin la prueba de tetrazolio
para cada especie. En todos los analisis se utilizé un nivel de confianza del 95 % con el
programa estadistico StatGraphics® Centurion XVI version 16.1.11.

Resultados

Descripcion morfologica de las semillas

Las semillas de las cuatro especies presentaban caracteristicas similares. A nivel externo
son de forma ovoide a piramidal, con una cubierta seminal lustrosa de consistencia
papiracea, delgada y blanda, de color negro. En cuanto al tamafo, E. summapacis presentd
las semillas mas grandes y E. barclayana las mas pequeiias. Las semillas presentaron
diferencias en el largo (F, ,=71,01; p=<0,05) y en el ancho (F, ,=25,79; p=<0,05). A nivel
interno, las semillas no tienen endospermo visible, los embriones se encuentran en la parte
central, son de forma ovoide a piramidal, lisos, de color blanco y con cotiledones gruesos
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y carnosos separados entre si. En E. summapacis el embrion era el mas grande y en E.
killipii, el mas pequefio (Figura 1). Se registraron diferencias significativas en el largo
(F,.=135,7; p=<0,05) y en el ancho (F,, =26,22; p=<0,05) de los embriones (Tabla 1).

3,36 3,36

Prueba de tetrazolio

Se presento tincion en todas las especies evaluadas. En E. corymbosa la tincion fue del
71 %, en E. summapacis de 76 %, en E. killipii de 88 % y en E. barclayana de 52 %.
Se registraron diferencias significativas en la viabilidad de las semillas de las diferentes
especies (F,  =8,9; p<0,05) (Figura 1y Figura 2).

3,12
Prueba de germinacion

Hubo un alto porcentaje de semillas vacias, con un porcentaje de embriones de 42,5 % en
E. corymbosa, 34,9 % en E. summapacis, 37,3 % en E. killipii y 61 % en E. barclayana.
E. corymbosa present6 la germinacion mas alta (48 %) con el tratamiento de 400 ppm
de GA,, sin embargo, no se presentaron diferencias significativas entre los tratamientos
(K=5,53; p=0,13). En el caso de E. summapacis y E. killipii hubo mayor germinacion
con el tratamiento de control, cuyos valores fueron 12,5 y 36,4 %, respectivamente; en
estas especies tampoco se presentaron diferencias significativas en la germinacion con
los diferentes tratamientos (K=0,05; p=0,99 y K=2,32; p=0,50). E. barclayana registrd
la mayor germinacion al sembrarse en sustrato de virutas de coco y turba (39 %), con
diferencias significativas entre los tratamientos, siendo la siembra en este sustrato el
tratamiento diferente (K=13,03; p<0,05) (Figura 3).

Por otra parte, el tiempo medio de germinacion fue similar en tres de las especies y no
hubo diferencias significativas en el tiempo medio de germinacion (TMG) de cada espe-
cie: 33 dias en E. corymbosa (K=0,90; p=0,82), 30 dias en E. killipii (K=1,80; p=0,61) y
32 dias en E. barclayana (K=5,59; p=0,23). En E. summapacis el TMG fue de nueve dias
(K=0,08; p=0,99).

Comparacion entre la prueba de tetrazolio y la prueba de germinacion

En la comparacion se tuvo en cuenta el tratamiento que arrojo los mejores resultados en
la prueba de germinacion. En todas las especies se presentd una mayor viabilidad con la
prueba de tetrazolio, con diferencias significativas en las pruebas (p<0,05) excepto en E.
corymbosa, la cual no las registré (K=3,0; p=0,08) (Figura 4).
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Figura 1. Viabilidad evaluada con la prueba de tetrazolio en cuatro especies de frailejones: E.
corymbosa (Ec), E. summapacis (Es), E. killipii (EK), y E. barclayana (Eb). Las letras diferentes
indican que se presentaron diferencias significativas entre las pruebas (Kruskal-Wallis; p<0,05). Las
verticales indican el error estandar.
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Tabla 1. Medidas de la morfologia de las semillas de E. corymbosa, E. summapacis, E. killipii, y
E. barclayana. Las letras diferentes indican que se presentaron diferencias significativas entre las
especies en cada medida (Kruskall-Wallis; p<0,05). SE: error estandar, (n=10)

Semilla Embrion

Especies Largo Ancho Largo Ancho
(cm £SE) (cm £SE) (cm £SE) (cm £SE)

Espeletiopsis corymbosa 2,39+0,10 a 1,17+0,04 a 1,31+0,07 a 0,78+0,05 a

Espeletia summapacis 3,95+0,13 b 1,40+0,05 b 2,75+0,09 b 1,03+0,05 b
Espeletia killipii 3,20+0,11 ¢ 1,31£0,05 be 1,13+£0,04 ¢ 0,50+0,02 b
Espeletia barclayana 2,06+0,04 d 0,85+0,04 ¢ 2,07+0,04 d 0,82+0,04 ¢

Figura 2. Prueba de viabilidad con tetrazolio. Para cada especie se presenta la semilla, el embrion
viable y el embrion no viable. a, b, ¢. E. corymbosa, d, e, f. E. summapacis; g, h, i. E. killipii; j, k,
1. E. barclayana. Escala=1mm
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Figura 3. Porcentaje de germinacion (PG) de a. E. corymbosa, b. E. summapacis, ¢. E. killipii, y d. E. barclayana, sembradas en sustrato
bajo condiciones de invernadero. Las especies se sembraron en sustrato compuesto por tierra, turba y cascarilla en proporcion de 60:20:20.
En E. barclayana se incluy6 la siembra en un sustrato compuesto por viruta de coco y turba en proporcion de 70:30. Las letras diferentes
indican que se presentaron diferencias significativas entre las pruebas (Kruskal-Wallis; p<0,05). GA.: 4cido giberélico, Estrat.: estratificacion
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Figura 4. Comparacion de la viabilidad evaluada con la prueba de germinacion (PG) y con la
prueba de tetrazolio (TZ). Ec: Espeletiopsis corymbosa, tratamiento de germinacion en 400 ppm
GA,; Es: Espeletia sumapacis, tratamiento de germinacion de control; Ek: Espeletia killipii,
tratamiento de germinacion de control; Eb: Espeletia barclayana, tratamiento de germinacion en
sustrato de viruta de coco y turba en proporcion de 70:30. Las verticales indican el error estandar.
Las letras diferentes indican diferencias significativas entre la prueba de germinacion y la de

tetrazolio (Kruskal-Wallis; p<0,05).
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Crecimiento

Propagacion tradicional de frailejones

En general, las especies presentaron un crecimiento lento. En E. corymbosa fue de 0,25
cm a los cuatro meses, en E. summapacis de 0,82 cm, en E. killipii de 0,88 cm y en E.
barclayana de 0,66 cm (Figura 5), con cuatro hojas verdaderas y sin que los cotiledones
permanecieran en ninguna de las especies. En la figura 6 se muestran una plantula de cada

especie 30 dias después de la siembra.

Supervivencia

Las especies presentaron una alta supervivencia cuatro meses después de la germinacion:
en E. corymbosa del 70 %, en E. summapacis del 67 %, en E. killipii del 88 % y en E.

barclayana del 90 % (Figura 6).

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2

Crecimiento (cm)

0,1

0,0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1

Semanas

12

Ec
Es
Ek
Eb

Figura 5. Curva de crecimiento de E. corymbosa (Ec), E. summapacis (Es), E. killipii (Ek), y E.
barclayana (Eb), sembradas en sustrato bajo condiciones de invernadero. Las especies se sembraron
en sustrato compuesto por tierra, turba y cascarilla en proporcion de 60:20:20. En la especie E.
barclayana se incluy¢ la siembra en un sustrato compuesto por viruta de coco y turba en proporcion

de 70:30. Las verticales indican el error estandar.

Figura 6. Plantulas de Espeletia sembradas bajo condiciones de invernadero. a. E. corymbosa, b. E.

summapacis, ¢. E. killipii y d. E. barclayana 30 dias después de la siembra
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Discusion

Las caracteristicas morfologicas de las especies en estudio concuerdan con la morfologia
de Espeletia uribei descrita por Gallego & Bonilla (2016), pues se observaron semillas
pequeiias (2,06-3,85 x 0,85-1,40 mm), sin endospermo visible, con testas delgadas y
quebradizas y embrion con cotiledones carnosos. La morfologia de las semillas esta rela-
cionada con la forma de dispersion, la colonizacion y el establecimiento. Segiin Velasco
(2018), algunas especies de Espeletia son pioneras después de disturbios. El tamafio y el
peso de las semillas pueden estar relacionados con la tolerancia a la desecacion, ya que
las semillas menos pesadas toleran la deshidratacion sin perder la viabilidad, siendo esta
caracteristica importante si se quieren almacenar en bancos de semillas (Gold, et al., 2004;
Correa, et al., 2013; Engels & Visser, 2003; Santos, ef al., 2015; Romero-Saritama &
Pérez-Ruiz, 2016). La morfologia de las especies estudiadas puede ser indicio de que las
semillas tienen un comportamiento ortodoxo frente a la desecacion, sin embargo, esto debe
corroborarse en ensayos de germinacion con diferentes contenidos de humedad (Hong &
Ellis, 1996).

En cuanto a la evaluacion de la viabilidad con tetrazolio, es necesario acondicionar
las semillas para garantizar el contacto de los embriones con el reactivo (MiloSevic, et al.,
2010), sin embargo, en las semillas de Espeletia basta con hacerles una pequefia ruptura, ya
que la testa es quebradiza (Mancipe-Murillo, et al., 2018). En el presente estudio, la especie
de menor viabilidad fue E. barclayana (51,6 %) y la de mayor viabilidad, E. killipii (88 %).
Estos valores se encuentran dentro del rango de tincion encontrado por Mancipe-Murillo,
et al., (2018) en cuatro especies de Espeletia bajo las mismas condiciones de prueba. Entre
los aportes hechos por otros autores cabe mencionar que Velasco (2018) hizo la prueba
en embriones de Espeletia curialensis Cuatrec., utilizando tetrazolio al 0,075 % a 22 °C
teniendo una tincion del 100, 65 y 87 % en semillas de plantas provenientes de tres alturas
diferentes. Asimismo, Bohérquez-Quintero, ef al. (2016) hicieron la prueba de viabilidad
en embriones de Espeletia paipana S. y obtuvieron una viabilidad promedio de 29 %.

Por otro lado, el porcentaje de embriones en las especies en estudio fue inferior al
61 %, pero mayor que el obtenido por Velasco (2018) en semillas de E. curialensis var.
exigua recolectadas en Tame, Arauca, en jurisdiccion del Parque Nacional Natural El
Cocuy, que en agosto y septiembre se encontraban vacias, en tanto que las recolectadas
en noviembre presentaron un 5 % de embriones. En este sentido, se sabe que el
porcentaje de embriones puede estar relacionado con la época de recoleccion y que en
el caso de una floracion temprana pueden corresponder a 6vulos no fertilizados, en tanto
que en la floracion tardia podrian reflejar un estado de absorcion temprana, lo que a
su vez se relacionaria con la limitacion de recursos y los dafios por las heladas. Por
ejemplo, los factores previos al evento reproductivo pueden generar una reduccion de
la energia asimilada en las hojas que finalmente se refleja en el fruto y las semillas;
asimismo, pueden influir las lluvias y la polinizacién (que en el caso de las especies de
Espeletia ocurre por la accion de los insectos), las cuales inciden en la produccion y la
calidad de las semillas (Vargas, 2016; Velasco, 2018). Esto es importante y debe tenerse
en cuenta en los ensayos de germinacion de especies del mismo género que presentan
un alto porcentaje de semillas vacias para evitar errores en la evaluacion de los reportes
de germinacion.

En el presente estudio se observo que al emplear giberelina (GA,), el valor més bajo
de germinacién se presentd en E. barclayana (0 %), en tanto que el valor mas alto se
obtuvo en E. corymbosa (48,1 %). Sin embargo, este tratamiento no fue el mas efectivo
para las demas especies evaluadas. En E. summapacis y E. killipii la mejor germinacion
ocurrio cuando no se aplicaron tratamientos pregerminativos y en E. barclayana el
cambio de sustrato la favorecio (39 %). Estos valores fueron mayores que los reportados
por Mancipe-Murillo, ez al. (2018), quienes obtuvieron una germinacion del 23 % en E.
barclayana y del 24 % en E. killipii sembradas en condiciones de laboratorio (cajas de
Petri con papel filtro, 20 °C de dia y 10 °C de noche, fotoperiodo y termoperiodo de doce
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horas). Las germinaciones alcanzadas son buenas comparadas con las obtenidas por otros
investigadores (Guariguata & Azocar, 1988; Mendoza & Martinez, 2011; Bohérquez-
Quintero, et al., 2016; Araque-Barrera, et al., 2016; Velasco, 2018).

Segun Velasco (2018), la germinacion en laboratorio de especies de alta montaiia es
baja, lo que se relaciona con las condiciones ambientales en estas zonas: se han observado
porcentajes de germinacion en especies endémicas de Espeletia en la cordillera Oriental
que oscilan entre 10 y 20 % y, ademas, la corta duracion de la estacion favorable para la
germinacion en campo hace que las semillas no germinen de manera inmediata.

Es importante considerar que las semillas que germinan de forma inmediata y sin-
cronica no requieren formar un banco de semillas en el suelo, en tanto que las semillas
que requieren tratamientos pregerminativos serian capaces de crear un mecanismo de
latencia o permanecer en el suelo hasta que se presenten las condiciones adecuadas para su
germinacion y establecimiento (Cavieres, 1999; Figueroa & Cardenas, 2015; Velasco,
2018; Romero-Saritama & Pérez-Ruiz, 2016; Mancipe-Murillo, ef al., 2018).

Hay muy pocos estudios sobre la germinacion de las especies de Espeletia. Mendoza
& Martinez (2011) sembraron Espeletia conglomerata A.C. Sm. al voleo y registraron la
germinacion de la primera semilla a los 40 dias. Velasco (2018) hizo ensayos de germinacion
de E. curialensis var. exigua Rodr-Cabeza y S. Diaz recolectada en el Parque Nacional
Natural El Cocuy, flanco oriental de la cordillera Oriental, en tres épocas diferentes y no
hubo germinacion. Guariguata & Azocar (1988) estudiaron la dindmica del banco de
semillas y la ecologia de la germinacion de Espeletia timotensis en el paramo de las cruces
en Mérida, Venezuela; el estudio arroj6 una germinacion (en laboratorio) de 80 % con luz y
67 % en la oscuridad, mayor que la registrada en campo, con un porcentaje de germinacion
del 17 % y una mortalidad del 30 %.

También se han hecho estudios de la propagacion de los frailejones in vitro. Bohérquez-
Quintero, et al. (2016) trabajaron en la propagacion in vitro de Espeletia paipana S. Diaz 'y
Pedraza: sembraron 1.160 embriones, de los cuales solo germinaron 90 (8 %), valor inferior
al obtenido en el presente estudio, lo que evidencio la baja capacidad germinativa in vitro.

Por otro lado, Rache & Pacheco (2009) trabajaron en la generacion de un protocolo
de micropropagacion de Espeletiopsis muiska (Cuatrec.) Cuatrec. en medio de cultivo
Murashige y Skoog y obtuvieron una germinacion del 91 % de los embriones sin agre-
gar reguladores de crecimiento, en tanto que Araque-Barrera, et al. (2016) hicieron
ensayos para generar un protocolo de micropropagacion de Espeletiopsis rabanalensis en
condiciones in vitro y obtuvieron una baja germinaciéon de embriones (8,9 %) en medio
Murashige y Skoog (MS/4) y adicion de 1 mg/L de giberelinas (GA,).

En las pruebas de germinacion es importante determinar el nimero de semillas que, a
pesar de ser viables, no germinan. Una forma de hacerlo es mediante la comparacion de la
viabilidad obtenida con la prueba de germinacion y con la de tetrazolio. La de la prueba de
germinacion puede ser menor que la del tetrazolio debido a que las semillas con latencia
no germinan, pero se consideran las semillas o embriones vivos independientemente de
si tienen o no latencia. En caso de que la viabilidad con tetrazolio sea menor que la de la
prueba de germinacion, es necesario hacer ajustes en la de tetrazolio (Mancipe-Murillo,
et al., 2018).

Las semillas de las especies en estudio presentaron una viabilidad mayor con la prueba
en tetrazolio (Figura 4), lo que indicaria que las semillas presentan algin tipo de latencia,
posiblemente fisiologica, que es de las mas frecuentes y ha sido reportada en el orden
(Baskin & Baskin, 2004, 2014); sin embargo, con los tratamientos aplicados en las pruebas
de germinacion no fue posible evidenciar esto. Solo en la especie E. corymbosa se evidencio
una mayor germinacion al adicionar 400 ppm de GA,. En pruebas realizadas por Mancipe-
Murillo, ef al. (2018) también se registrd una mayor viabilidad con la prueba de tetrazolio
en algunas especies de Espeletia. Es necesario hacer mas pruebas de germinacion variando
las condiciones de siembra de las semillas y evaluando, por ejemplo, la temperatura, ya
que las condiciones de siembra utilizadas pudieron no haber sido las adecuadas para las
especies (Godefroid, ef al.,, 2010). En los paramos se presenta una alta radicacion, que
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es constante por la ubicacion en la linea del ecuador, y la temperatura es variable, pues
depende del gradiente altitudinal y de la humedad del aire, y esta determinada por el clima
local con variaciones de temperatura de 20 °C en el curso del dia y bajas temperaturas en
la noche (Buytaert, et al., 2006).

Las especies evaluadas presentaron un lento crecimiento en su fase de plantulas, con
una altura maxima de 0,88 cm en cuatro meses. Por su parte, Mendoza & Martinez (2011)
reportaron un crecimiento de 3 a 5 cm en Espeletia conglomerata un aio después del
trasplante de las plantulas a bolsas con un sustrato de arena, tierra y capote de frailejon en
una proporcion de 50:25:25. Es importante considerar que el crecimiento de las plantas
puede variar segun su estado fenologico; segiin Fagua & Gonzales (2006), en Espeletia
grandiflora el crecimiento disminuye con la edad del individuo, ya que en las plantas
jovenes los nutrientes son usados para el crecimiento vegetativo y en las adultas para la
formacion de estructuras reproductivas, lo que se ve influenciado, a su vez, por las con-
diciones medioambientales. Por ejemplo, Venegas (2011) encontr6 que la elevacion influia
en la produccion de hojas en E. grandiflora, siendo menor la produccion a mayor altitud,
aunque otros autores sefialan que la biomasa aumenta porque hay menos relaciones de
competencia y depredacion.

En el presente estudio se registr6 una elevada supervivencia de las plantulas: entre
el 67 y el 90 %. Rache & Pacheco (2009) sembraron plantulas provenientes de ensayos
de germinacion in vitro en un sustrato compuesto por tierra de capote y obtuvieron una
supervivencia del 60 %. Mendoza & Martinez (2011) hicieron estudios de germinacion
en sustrato de E. conglomerata y obtuvieron una supervivencia del 84 % al trasplantar las
plantulas a bolsa después de su germinacion. La supervivencia de las plantas depende en
gran medida de la calidad del sustrato empleado, su porosidad y textura, que determinan la
retencion de agua y el intercambio de gases del sistema radical, asi como de la adicion de
nutrientes y la frecuencia de riego (Rodriguez, 2010; Gutiérrez-Castorena, et al., 2011;
Valenzuela, et al.,, 2014; Morales-Maldonado & Casanova-Lugo, 2015; Tintinaco,
2019). Asimismo, es importante tener en cuenta el estado fitosanitario de las especies,
pues segiin Garcia-Castaiieda, et al. (2015), en el frailejon Espeletia grandiflora Bonpl.
se evidencid que en las etapas iniciales del desarrollo de las plantulas los fitopatogenos
afectaron su supervivencia en vivero.

El determinar con precision las condiciones especificas para la germinacion, creci-
miento y desarrollo de los frailejones es un proceso bastante complejo en el que intervienen
numerosas variables que seguramente guardan una estrecha relacion con las condiciones
naturales muy particulares de los ecosistemas paramunos en los que subsisten estas espe-
cies (Mendoza & Martinez, 2011).

Los ecosistemas de paramo son unicos de la alta montafia y se consideran islas bio-
geograficas desde Venezuela hasta el norte de Pera. Se localizan solo en Ecuador, Peru,
Venezuela, Costa Rica y Colombia, pais donde se encuentra el 50 % de los paramos del
mundo. Estos ecosistemas presentan una singularidad biolégica y son muy importantes
por los servicios ecosistémicos que prestan, entre ellos, la provision continua de agua y
el almacenamiento de carbono atmosférico (Morales, et al., 2007, Gonzalez-Benito &
Martin, 2011).

El presente estudio constituye un aporte al conocimiento de la germinacion, creci-
miento y supervivencia en sustrato de E. corymbosa, E. summapacis, E. killipii y E.
barclayana, especies caracteristicas de los ecosistemas de paramo que estan siendo
afectadas por las diferentes actividades humanas hasta el extremo de que E. killipii y E.
corymbosa se encuentran amenazadas (Avila, et al., 2020). En consecuencia, la informacion
aqui presentada es un referente para la propagacion y conservacion de estas especies,
aunque es necesario continuar investigando para encontrar las mejores condiciones para su
pro-pagacion. La siembra de E. barclayana en un sustrato compuesto por viruta de coco
y turba en proporcion de 70:30 arrojoé los mejores resultados de germinacion, por lo cual
se recomienda continuar probando este sustrato combinado con otros tratamientos en la
propagacion de frailejones.
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Conclusiones

Las semillas de E. corymbosa, E. summapacis, E. killipii y E. barclayana tienen una
morfologia similar: son pequefias, sin endospermo visible, testas delgadas quebradizas y
embridn con cotiledones carnosos. Presentan altos porcentajes de semillas vacias, de 39 a
65 %, valores que deben tenerse en cuenta en las pruebas de germinacion y de tetrazolio.

La viabilidad obtenida en la prueba germinacion fue menor que en la de tetrazolio,
lo que indicaria que las semillas presentan algun tipo de dormancia, probablemente
fisioldgica, aunque esto no se pudo evidenciar con las pruebas realizadas en el presente
estudio, por lo que es necesario variar las condiciones de germinacion, entre ellas, la
temperatura, pues la prueba de viabilidad con tetrazolio indica que las semillas tienen un
mayor potencial de germinacion.

El crecimiento E. corymbosa, E. summapacis, E. killipii y E. barclayana es lento, pero
la supervivencia es alta y llega a ser hasta del 90 %, por lo que si se recolectan semillas
de calidad en el momento adecuado se puede tener una buena produccion de plantulas de
estas especies en vivero.
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Evaluacion de residuos de cascaras de papa como sustrato
para la produccion de amilasas a partir de Bacillus

amyloliquefaciens A16

Evaluation of potato peel wastes to produce amylases from
Bacillus amyloliquefaciens A16

Juan Pablo Heredia-Martin

Etna Milena Sanchez-Castelblanco*,

Centro de Gestion Industrial, SENA, Grupo de Investigacion “Neurona”, Bogota, Colombia

Resumen

Los residuos agroindustriales de bajo costo, facil acceso y contenido considerable de almidon pueden
aprovecharse como sustratos para la produccion de amilasas. En el presente estudio se evaluo la
produccion de amilasas con la cepa Bacillus amyloliquefaciens (aislamiento A16) en medios de
cultivo ajustados a diferentes pH y preparados a partir de cascaras de papa con 1,30 % de partes
por volumen (p/v) de almidén. Los medios fueron incubados durante 36 horas a 37 °C y se tomaron
muestras cada 12 horas para cuantificar mediante espectrofotometria el almidon residual revelandolo
con solucion de Lugol para obtener extractos enzimaticos crudos en los que se determino la actividad
amilolitica. La actividad de las amilasas producidas en sustratos preparados con cascaras de papa
se compararon con las actividades amiloliticas producidas en caldo de almidoén al 1 %, sustrato que
sirvié de control positivo. La mayor actividad de las amilasas producidas en medios con céscaras
de papa fue de 44,2 U/mL a las 36 horas de fermentacion a un pH de 5,0, en tanto que la actividad
enzimatica en caldo de almidon al 1 % fue de 64,8 U/mL.

Palabras claves: Actividad enzimatica; Actividad amilolitica,; Bacillus amyloliquefaciens; Almidon;
Residuos agroindustriales; Céascaras de papa.

Abstract

Agroindustrial wastes can be suitable as substrates for amylases production given their low cost,
availability, and significant concentration of starch. In the present study, we evaluated the production
of amylases from the Bacillus amyloliquefaciens A16 strain in culture media adjusted to different pH
and prepared from potato peels with 1.30 % w/v of starch. The media were incubated for 36 hours
at 37°C and samples were taken every 12 h to quantify by spectrophotometry the residual starch
using Lugol’s solution for revelation to obtain crude enzyme extracts whose amylolytic activity was
determined. The amylase activity produced in substrates prepared from potato peels were compared
with that produced in 1 % starch broth used as a positive control. The highest amylase activity in
potato peels media was 44.2 U /mL after 36 h of fermentation at 5.0 pH while the enzyme activity
in 1% starch broth was 64.8 U/mL.

Keywords: Enzyme activity; Amylolytic activity; Bacillus amyloliquefaciens; Starch; Agroindustrial
wastes; Potato peels.

Introduccion

El almidén es un polisacarido compuesto por unidades de glucosa unidas principalmente
por enlaces glicosidicos a-1,4. Sus formas mas simples son un polimero de menor peso
molecular denominado amilosa y un polimero ramificado denominado amilopectina
(Magallanes-Cruz, et al., 2017). Es el mayor polimero de reserva energética de las plantas,
en cuyas raices, semillas y frutos se almacena en forma de granulos. Este polisacarido se
encuentra en cereales como el arroz, el trigo y el maiz y en tubérculos como la papa, la
yuca y la patata dulce (Bertoft, 2017).
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Industrialmente el almidén es degradado hasta glucosa por hidrolisis quimica o enzi-
matica para obtener principalmente jarabes que producen etanol mediante procesos de
fermentacion microbiana (Quintero, et al., 2010).

Las amilasas son las principales enzimas extracelulares que hidrolizan el almidoén al
degradarlo en unidades de sacaridos de menor peso molecular (Robyt, 1984). Ademas de
ser utilizadas para obtener jarabes, las amilasas tienen una amplia aplicacion en las areas
farmacéutica, cosmética y alimenticia, en la remocion o degradacion de contaminantes de
la industria textil y del papel y en la produccion de detergentes enzimaticos, representando
comercialmente el 25 % del mercado mundial de enzimas (Nigam & Singh, 1995; Turner,
et al., 2007; Yildirim-Akatin, 2019).

Las amilasas tienen diversos origenes, sin embargo, las mas utilizadas son las de origen
microbiano, las cuales se producen a partir de bacterias y hongos de los géneros Bacillus
sp. v Aspergillus sp., respectivamente. Las especies del género Bacillus (B. subtilis, B.
stearothermophilus, B. macerans, B. megaterium'y B. amyloliquefaciens) se han reportado
como aquellas con los mejores rendimientos en la produccion de amilasas usando medios
de cultivo de fermentacion liquida o sumergida, que son los mas utilizados en la produc-
cion industrial de enzimas amiloliticas (E1 Enhasy, 2007).

En Colombia existen regiones en las que la produccion de papa (Solanum tuberosum
L) es la principal fuente de ingresos por la diversidad de variedades que pueden culti-
varse (Lizarazo, et al., 2015) y, aunque los residuos de los cultivos tanto después de la
cosecha como en el procesamiento, se han utilizado principalmente para la alimentacién
animal, recientemente han comenzado a aprovecharse en la produccion de glicerol y
de acido lactico (Pefiaranda, et al., 2017). Sin embargo, se estima que alrededor
de un cuarto de los residuos de papa generados durante su procesamiento industrial
son descartados (Romo, et al., 2019). Ademas, los residuos agroindustriales con un
contenido considerable de almidén se usan como una fuente de carbono de bajo costo
para la biosintesis de amilasas (Abd-Elhalem, ef al., 2015), por lo que las cascaras de
papa podrian ser una materia prima importante para su obtencion, lo cual contribuiria,
asimismo, a la mitigacion del impacto ambiental de este tipo de desechos y disminuiria
los costos de produccion por ser una alternativa viable y de bajo costo para la produccion
de estas enzimas.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la produccion de amilasas a partir de residuos
de cascaras de papa en fermentacion sumergida con pH de 5,0, 7,0 y 8,0 usando una cepa
de B. amyloliquefaciens (A16) previamente aislada de suelos de humedales de Bogota.
Este es el primer estudio reportado sobre la obtencion de amilasas con estas condiciones.
Se estim6 su produccion en los extractos enzimaticos mediante ensayos cuantitativos que
permitieron determinar la concentracion residual de almidén y la actividad enzimatica (U/
mL) determinada como la cantidad de enzima que produce un pmol de azlicar reductor
por minuto y por mililitro (Hagq, et al., 2003; Karnwal & Nigam, 2013; Abd-Elhalem,
etal., 2015).

Materiales y métodos

Tratamiento previo de los residuos de cdscaras de papa

Los residuos de cascaras de papa (S. tuberosum L) provenian de restaurantes ubicados en la
zona industrial de la localidad de Puente Aranda en Bogota y se recolectaron directamente
de los centros de acopio de estos negocios sin seleccionarlos segtn la variedad especifica
de tubérculo.

Los residuos se lavaron con agua potable para eliminar otros residuos adheridos, se les
adicionaron 10 mL de éter etilico para extraer las grasas y, posteriormente, se eliminaron
los azucares reductores con 10 mL de etanol al 80 %. Los residuos se cortaron en trozos
de aproximadamente 1 cm?, se deshidrataron en una cdmara de calor (Binder — Fed 115)
a 70 °C hasta obtener un peso seco constante y, por ultimo, se conservaron a -80 °C para
preservarlos hasta su utilizacion.
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Caracterizacion de los residuos de papa

Los residuos deshidratados y congelados a -80 °C se pasaron directamente a la cdmara
de calor a 70 °C durante una hora, con el fin de eliminar el agua resultante del proceso de
descongelacion, y para caracterizarlos; cada ensayo se hizo por triplicado. Para determinar
la humedad se llevaron 2 g de residuos sin tratamiento previo a la camara de calor a
103 °C hasta el punto de peso seco constante, posteriormente se cuantificod el contenido de
agua mediante gravimetria y una vez determinada su humedad, los residuos se calcinaron
en una mufla (Thermolyne™) a 550 °C hasta el punto de peso constante para determinar el
contenido de cenizas (Masson, 1994).

La cuantificacion del almidon de las céscaras de papa, previamente tratadas para
eliminar la glucosa residual, se hizo de manera indirecta titulando la glucosa producida
luego de la hidrdlisis acida del almidon presente en 1,0 g de residuos de papay en 1,0 g
de almidon hidrosoluble (Merck), en tanto que el contenido de almidén de los residuos se
calculo comparando los titulos de Fehling obtenidos. En la titulacion se empleo reactivo de
Fehling previamente estandarizado con solucion de glucosa (Fisher) al 0,5 % p/v (Gerena-
Baron, 2013).

La concentracion de calcio y magnesio se determind en 5,0 g de residuos previa-
mente tratados y calcinados a 550 °C en una mufla Thermolyne™ hasta el punto de peso
constante; se tomaron 0,5 g del producto de la calcinacion y se trataron con solucioén
de acido nitrico (Merck) al 65 %. La cantidad de calcio y magnesio en la solucion
preparada se determind en un equipo de absorcion atomica (Shimadzu — AA7000). Para
la determinacion del calcio se utilizo una curva de calibracion entre 0,01 y 0,04 mg Ca/L
preparada a partir de una solucidn de calcio estandar (Merck), y como blanco se utilizd
una solucién de 0,25 % de cloruro de potasio (Merck), 0,65 % de acido nitrico (Merck)
y 0,05 % de lantano (Sigma). Para cuantificar el magnesio se prepar6 una curva entre 0,1
y 0,4 mg Mg/L a partir de una solucidon de magnesio estandar (Merck), empleando como
blanco una solucién de 0,65 % de acido nitrico y 0,04 % de cloruro de estroncio (Merck)
(Masson, 1994; Londoiio-Posso, 2013).

Para determinar el nitrégeno total se llevaron 10 g de cascaras previamente tratadas
y maceradas a un digestor Kjedahl (FOSS Kjeltec™ 8200). Finalizada la digestion, la
muestra se sometid a retrotitulaciéon con una solucién de 0,05 M de acido clorhidrico
(Merck) (Masson, 1994).

Los fosfatos se determinaron por el método colorimétrico de amarillo de molibdo-
vanadato en un espectrofotometro (Shimadzu UV — 1800) a partir de 1,0 g de residuos
calcinados utilizando una curva de calibracion entre 2,4 y 12 mg (PO,)’/L a partir de
dihidrogenofosfato de potasio (Fisher) y como blanco, una solucién de 0,5 % de molibdato
de vanadio (Merck), 0,00125 % de vanadato de amonio (Merck) y 2,5 % de acido nitrico
(Merck) (Masson, 1994).

Preparacion de medios de cultivo

Se afadieron 23,5 g de cascaras de papa deshidratadas y maceradas en un matraz de Erlen-
meyers de 250 mL y se esterilizaron a 121 °C y 15 psi durante 20 minutos. Posteriormente
se mezclaron con 0,23 g/L de solucién de cloruro de calcio (Merck) esterilizada con filtro
de 0,22 um para un volumen final de 150 mL y una concentracion de almidén de 0,15 %
p/v. El pH del medio se ajusté a 5, 7 y 8 con una solucion de 0,1 M de acido clorhidrico o
hidréxido de sodio esterilizada por filtracion.

Se prepararon cuatro medios de control con caldo de almidén al 1 % p/v (0,25 g de
extracto de levadura, Scharlau), 0,25 g de peptona, 0,1g de sulfato de magnesio, 0,01 g
de cloruro de calcio, 0,01 g de fosfato de potasio monobasico y 0,01 de fosfato de potasio
dibasico. Un medio se ajusté a un pH de 5,0, dos a 7,0 y uno a 8,0.

Produccion de amilasas

Se reactivé una cepa de B. amyloliquefaciens (A16) previamente aislada de suelos de
humedales de Bogota y conservada a -80 °C (Buitrago, et al., 2014) en 100 mL de caldo
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nutritivo (Oxoid™) a 37 °C durante 24 horas. Una vez reactivada la cepa, se tomaron 10 mL,
se transfirieron en 90 mL de caldo de almidén al 1,0 % p/v y se incubaron por 24 horas a
37 °C y 120 rpm. A partir de este cultivo se inocularon 15 mL de 6x10® células/mL en el
medio de cultivo preparado con residuos de papa y se incubaron durante 36 horasa 37 °Cy
120 rpm en una incubadora con agitacion (New Brunswick™ Innova® 40). Como control
negativo se incubd bajo las mismas condiciones una réplica de medio de cascaras de papa
estéril (sin inocular) con cada pH evaluado. Para la produccion de amilasas, se hizo una
réplica de cada control positivo en caldo de almidoén al 1,0 % p/vy pH de 5,0, 7,0 y 8,0
debidamente inoculados y como control negativo se incub6 un caldo de almidén al 1 %
p/vy pH de 7,0 sin inocular.

Obtencion de extractos enzimadticos crudos

Alas 0 y 12 horas de cultivo se tomaron 4 g de muestra para facilitar el muestreo, ya
que la viscosidad del medio no permitié la toma de muestras liquidas, en tanto que a las
24 y 36 horas se tomaron 4 mL. Las muestras se centrifugaron a 4.500 rpm durante 20
minutos a 7 °C en una centrifuga Hettich — Rotanta 460R. Los sobrenadantes o extractos
enzimadticos crudos se preservaron a -20 °C de uno a cinco dias para determinar la
actividad amilolitica.

Cuantificacion de la concentracion de almidon durante la fermentacion

A las 0, 12, 24 y 36 horas de cultivo se tomd aproximadamente 1 g o 1 mL de cada
muestra y se adicionaron 5 mL de solucion acida de cloruro de calcio. Esta mezcla se
llevo a la autoclave (Sanyo) por 10 minutos a 120 °C y 15 psi; posteriormente se agregod
1 mL de solucion de acetato de zinc a partir de acido acético (21,9 g de acetato de zinc
Merck, 3 mL de acido acético Merck en 100 mL de agua destilada) mas 1 mL de solucion
de ferrocianuro de potasio al 10,5 % p/v que se llevo a un volumen final de 25 mL con
solucion 4cida de cloruro de calcio y se centrifugé a 4.500 rpm durante 20 minutos en una
centrifuga (Hettich — Rotofix 32A) (Englyst, ef al., 2006). La cuantificacion del almidén
se determind por espectrofotometria (Ortiz, et al., 2015). Para la curva de calibracion
se prepararon soluciones de almidon soluble de grado analitico (Merck) a diferentes
concentraciones (0,02, 0,04, 0,05, 0,06, 0,08 y 0,1 g/L), se revelaron con solucion de Lugol
y su absorbancia se ley6 a 650 nm en un espectrofotometro Shimadzu UV — 1800. Un mL
de los sobrenadantes obtenidos de la extraccion del almidon se reveld con solucion de
Lugol y su absorbancia se ley6 a 650 nm.

Cuantificacion de la actividad enzimdtica amilolitica

A 1 mL de los extractos enzimaticos crudos se le adiciond 1 mL de almidén al 1 %
con tampén fosfato y pH de 6,5. Simultaneamente, se prepard un blanco enzimatico
usando 1 mL de caldo de almidon y tampdn con pH de 6,5 mas 1 mL de agua destilada.
Los extractos y los blancos enzimaticos se llevaron a un bafio serologico (Barnstead
Lab-Line) a 60 °C durante una hora para llevar a cabo la reaccion enzimatica. Las
reacciones se detuvieron con bafio de hielo durante 15 minutos y se centrifugaron a
4.500 rpm durante 20 minutos a 7 °C. Se tomaron alicuotas de 1 mL de los sobrenadan-
tes para determinar la concentracion de glucosa con el método del acido 3,5 dinitrosali-
cilico (DNS) (Olanbiwoninu & Fasiku, 2015). La absorbancia se ley6 a 540 nm en
un espectrofotometro Shimadzu UV — 1800. La actividad enzimatica amilolitica produ-
cida se determind en unidades enzimaticas (U/mL), es decir, la cantidad de enzima que
produce un pmol de glucosa por minuto y por mililitro (Abd-Elhalem, et al., 2015;
Bryjak, 2003).

Analisis estadistico

Para determinar las diferencias significativas en la actividad amilolitica de los extractos
enzimaticos obtenidos de los medios con cascaras de papa a pH de 5,0, 7,0 y 8,0 y caldo de
almidon, se utilizé un ANOVA de un factor con un nivel de significacion a de 0,01.
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Resultados y discusion

Caracterizacion de los residuos de papa

Los resultados de la caracterizacion de las de cascaras de papa (Tabla 1) evidenciaron un
contenido de almidon de 1,30 % p/p. A partir de este porcentaje se definid la cantidad de
residuos necesaria en los medios de cultivo para tener una concentracion final de almidon
de 0,15 % p/v. Se seleccionod esta concentracion porque se evidencid que la viscosidad
aumentaba a medida que aumentaban las concentraciones de almidon en los medios de cul-
tivo preparados con cascaras de papa, lo que dificultaria la disponibilidad de nutrientes y el
control de variables durante la fermentacién sumergida. Por tal razon, las concentraciones
finales de almidon en los medios preparados con cascaras de papa difirieron de las de los
medios preparados con almidon soluble.

Segun algunos estudios consultados, el contenido de almidén de céscara de papa fluc-
tua entre 7,80 % p/p (Sepelev & Galoburda, 2015) y 16,83 % p/p (Liang & McDonald,
2014). En un estudio con residuos de papa de variedades colombianas se evidencié que,
dependiendo de la variedad, las concentraciones de almidon en base seca estuvieron entre
3,38 y 8,79 % p/p, por lo que se concluy6 que el contenido y la calidad de almidén depen-
den tanto de la variedad del tubérculo como de las condiciones del cultivo (Lizarazo, et
al., 2015). Dado que el objetivo de este estudio era aprovechar residuos agroindustriales
para la obtencion de enzimas independientemente de su contenido de almidén, la formu-
lacion del medio para la produccion de amilasas se hizo a partir de las cascaras de papa
recolectadas en restaurantes y después caracterizadas.

Formulacion de los medios de cultivo

Los analisis fisicoquimicos de los residuos permitieron definir las cantidades de nitrégeno,
fosfatos, calcio y magnesio requeridos para suplementar los medios de cultivo a partir de
23,5 g de cascaras de papa. Los porcentajes de nutrientes requeridos se muestran en la
tabla 2 comparados con un medio base preparado con almidon soluble.

Los requerimientos minimos de nutrientes se calcularon a partir de un medio de
referencia denominado caldo de almidon preparado a partir de almidén soluble a una
concentracion del 1,0 % p/v (Pedroza & Matiz, 2007). Las cantidades de magnesio,

Tabla 1. Resultados obtenidos en la caracterizacion de la muestra (se reportan en base seca)

Analisis Resultado
Almidon 1,30 % p/p
Humedad 79,66 % p/p
Cenizas 5,96 % p/p
Magnesio 0,195 % p/p
Nitrogeno 1,39 % p/p
Calcio 0,20 mg/kg
Fosfatos 0,30 % p/p

Tabla 2. Concentracion de nutrientes en 150 mL de medios preparados con cascaras de papa

Nutriente Caldo almidén % p/v Cascaras de papa % p/v
Magnesio 0,010 0,031
Nitrégeno 0,063 0,218

Calcio 0,003 << 0,003
Fosfatos 0,015 0,047
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nitrégeno y fosfatos en el medio fueron aportadas directamente por las cascaras de papa,
sin embargo, la cantidad de calcio en los residuos fue alrededor de 1.000 veces menor de
la necesaria, razon por la cual se adicion6 una solucion de cloruro de calcio dihidratado
a una concentracion de 225 mg/L, lo que representd una concentracion final de calcio de
0,006 % p/v en los medios de cultivo.

Consumo de almidon

El contenido de almidén se cuantifico en cada uno de los medios de cultivo para establecer
su consumo durante el tiempo de fermentacion. Las concentraciones de almidon en los
medios preparados a partir de residuos de cascaras de papa a pH de 5,0, 7,0 y 8,0 se
redujeron hasta un 53 % al cabo de 36 horas de fermentacion (Figura 1), en tanto que hubo
una reduccion de hasta el 98 % en los medios preparados con almidon soluble tan solo
en las primeras 12 horas del andlisis (Figura 2). En todos los controles negativos, en los
cuales no se inoculd la cepa, las concentraciones promedio de almidon fueron constantes
en el tiempo (Figura 3), lo cual indica que, aunque B. amyloliquefaciens A16 fue capaz
de utilizar el almidon disponible en las cascaras de papa, el proceso fue mas eficiente
hidrolizandolo en el caldo de almidén al 1,0 % p/v.

Utilizando un consorcio microbiano para la degradacion del almidon en cascaras
de papa, Liang & McDonald (2014) obtuvieron una concentracion final de almidén de
2,07 % en base seca, lo que equivalio tan solo al 12,3 % en la reduccion de la concentra-
cion del sustrato e indica que el consumo de almidon fue mas eficiente con la cepa B.
amyloliquefaciens (A16) usada en este estudio.

Se evidencié un mayor consumo del sustrato en los medios preparados a partir de
almidon soluble comparados con los medios de cascaras de papa (Figuras 1-3), lo que
podria deberse a la disponibilidad del almidén en los medios, ya que en el caldo de almidon
hidrosoluble al 1 % p/v el sustrato esta homogéneamente distribuido en el medio, en tanto
que en los medios preparados con cascaras de papa la mayor concentracion de almidon se
encuentra dentro de estas, una matriz compleja que, ademas de tener almidon, contiene
otros polimeros como pectina, celulosa y hemicelulosa (Lizarazo, et al., 2015). Ademas,
con el paso del tiempo la produccion de aziicares simples en el medio afecta la produc-
cion de la enzima ralentizando la degradacion del almidon (El-Fallal, ef al., 2012). La
concentracion de almidon residual podria ser un indicativo de cuando finalizar el proceso
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Figura 1. Consumo de almidon en los medios de cultivo con cascaras de papa a pH de 5,0, 7,0 y 8,0.
La concentracion de almidon se evalud a las 0, 12, 24 y 36 h de fermentacion.
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Figura 2. Consumo de almidén en los medios de cultivo de caldo de almidén al 1 % p/v a pH de 5,0,
7,0 y 8,0. La concentracion de almidon se evaluo a las 0, 12, 24 y 36 h de fermentacion.
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Figura 3. Concentracion de almidon para los medios y el control negativo. Estos medios no se
inocularon. La concentracion de almidon se evalud a las 0, 12, 24 y 36 h de fermentacion.

de fermentacion, ya que se ha encontrado que a concentraciones < 0,1 % de almidon en el
medio este permanece constante (Smerilli, ef al., 2015), lo que sugiere que la produccion
de amilasas disminuye debido a la reduccion de la concentracion del sustrato. Esto también
se evidencid en el presente estudio, pues las concentraciones de almidon de los medios
evaluados permanecieron entre 0,08 = 0,005 y 0,09 + 0,021 % p/v durante las Gltimas 12
horas de analisis (Figura 1).

Produccion de amilasas

Las amilasas producidas por B. amyloliquefaciens (A16) a partir de cascaras de papa con
0,16 % de almidon a las 36 horas de fermentacion presentaron mayor actividad amilolitica
cuando el pH del medio de cultivo se ajustd a 5,0. Segln los resultados del ANOVA de
un factor con un nivel de significacion de 0,01, no se registraron diferencias significativas
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entre la actividad amilolitica de los extractos enzimaticos obtenidos en los medios con
cascaras de papa a diferentes pH y el caldo de almidon (p=0,054) en cada periodo de
tiempo evaluado. Segun los resultados de esta prueba, las amilasas producidas en el sus-
trato con cascaras de papa presentaron actividades enzimaticas comparables a las de las
enzimas obtenidas en el caldo de almidon empleado como control positivo. Ello indica que
el almidon disponible en los residuos de céscaras de papa es una alternativa de bajo costo
para la obtencion de amilasas, pues evita el uso de almidon comercial, reduciendo asi los
costos de produccion y el impacto ambiental.

La actividad amilolitica se evalud a las 0, 12, 24 y 36 horas de fermentacion y se
evidenci6 que con B. amyloliquefaciens a un pH de 5,0 se obtuvo el mayor consumo de
almidon (Figura 1) y la mayor actividad amilolitica (Figura 4), lo que coincide con un
estudio de Quintero, ef al. (2010) en el que los pH dptimos para la produccion de amilasas
a partir de microorganismos de este mismo género fluctuaron entre 5,0 y 7,0.

La actividad enzimatica de las amilasas obtenidas a pH de 5,0, 7,0 y 8,0 (Figura
4) fue superior a las reportadas (1,00 U/mL a 2,50 U/mL) para las enzimas producidas
por Pseudomonas stutzeri después de 30 horas de cultivo en medios con el mismo rango
de pH y con una concentracion de almidon entre 0,2 % p/v a 1,0 % p/v (Dutta, et al.,
2016). Asimismo, los resultados de las actividades amiloliticas del presente estudio
fueron superiores a las obtenidas por Jadhav, et al. (2013) a partir de Bacillus sp. en
un medio preparado con extracto de cascaras de papa al 50 % de p/v luego de 48 horas
de fermentacion, que resulté en 0,8 U/mL y 0,7 U/mL de amilasas usando un medio con
cascaras de papa y suplemento de peptona. Olanbiwoninu & Fasiku (2015) obtuvieron
5,4 U/mL de amilasas a partir de B. pumilus y de 3,9 U/mL utilizando B. subtilis en medios
con batata fermentados a 55 °C. Por otro lado, en fermentaciones en estado solido (SSF) de
este mismo residuo, se han evidenciado menores actividades amiloliticas, con un maximo
de 3,05 U/mL a un pH de 7,0 (Obi, et al., 2019). Sin embargo, Abd-Elhalem, ef al. (2015)
fermentaron con B. amyloliquefaciens durante 30 horas y obtuvieron nivel de amilasas de
155,2 U/mL a partir de residuos de papa con 2,0 % de almidon, concentracion mayor a la
evaluada en este estudio.

Las amilasas producidas en caldo de almidon al 1,0 % de p/v y pH de 5,0, 7,0 y 8,0
(controles positivos) tuvieron el mismo comportamiento que los medios con céascaras de
papa en los que la mayor actividad amilolitica se obtuvo a un pH 5,0 (Figura 5). Las
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Figura 4. Actividad enzimatica de las amilasas producidas en medios con cascaras de papa a pH de
5,0,7,0y 8,0
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Figura 5. Actividad enzimatica en el tiempo de los medios de control a pH de 5,0, 7,0 y 8,0

amilasas obtenidas en el medio de control a un pH de 5,0 presentaron una actividad
comparable a las de las enzimas extraidas en una fermentacion a un pH de 7,0 utilizando
una cepa de B. amyloliquefaciens y empleando como control un medio preparado con
almidon soluble al 1,0 % p/v, con lo que se registraron 78,2 U/mL luego de 36 horas de
incubacion (Abd-Elhalem, et al., 2015).

Las actividades amiloliticas obtenidas después de las 24 horas de fermentacion a
partir de B. amiloliquefaciens A16 en caldo de almidon al 1,0 % p/v fueron superiores
(Figura 5) a las de las amilasas producidas a partir de Aspergillus niger (= 50 U/mL) en un
medio preparado con salvado de trigo hidrolizado a 0,6 % p/v de almidon a 28 °C durante
cuatro dias, resultados reportados en un estudio piloto en el cual se evaluaba el potencial
comercial de estas amilasas (Khalid-Bin-Ferdaus, et al., 2018). Estos datos sugieren que
las amilasas del aislamiento A16 tienen potencial para emplearse en procesos industriales,
con la ventaja de que se producen a partir de sustratos sin tratamiento previo y con bajas
concentraciones de almidon. Ademas, B. amiloliquefaciens A16 es de facil cultivo y rapido
crecimiento, lo que reduce los tiempos de fermentacion.

Los medios con cascaras de papa se formularon en una concentracion de almidon de
0,16 % p/v porque, debido a la gelificacion del almidon, por encima de esta concentracion
el medio se hacia mas viscoso y en este estudio se habia propuesto hacer las fermentaciones
en estado liquido. Los medios de control (caldo de almidén a 1 % p/v) presentaron mayor
actividad amilolitica (Figura 5) en comparacion con los medios preparados con cascaras
de papa (Figura 4), lo que se debe a la mayor disponibilidad de sustrato en los medios de
control, pues la adicion de almidon soluble en medios liquidos normalmente mejora la
produccién de amilasas (El-Fallal, ef al., 2012).

El objetivo del presente estudio fue evaluar la viabilidad de la produccion de amilasas
en medios liquidos con cascaras de papa utilizando una cepa de B. amyloliquefaciens
con diferentes pH. Los resultados del estudio demostraron que con estos residuos agro-
industriales se produjeron amilasas con actividades que fluctuaron entre 32,6 + 0,61 y 44,2
+ 0,21 U/mL después de 36 horas de fermentacion y que la mayor produccion de enzimas
se obtuvo cuando el sustrato se ajust6é a un pH de 5,0. Estas actividades son comparables a
las obtenidas en otros estudios y a las producidas en caldo de almidén al 1,0 % p/v, lo que
demuestra que el aislamiento de B. amyloliquefaciens A16 es una cepa promisoria para la
produccion de amilasas a partir de residuos de papa.
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Conclusiones

Los residuos de céascaras de papa pueden ser aprovechados como sustratos para la pro-
duccién de amilasas en fermentacion sumergida a partir de la cepa B. amyloliquefaciens
A16 aislada de suelos de humedales de Bogota. Estos residuos son una fuente de almidon
de facil acceso que, tratados para la formulacion de medios de cultivo con concentraciones
de almidén del 0,15 % p/v, permiten la obtencion de amilasas con actividades enzimaticas
similares a los producidas en medios de cultivo preparados con almidon hidrosoluble al
1,0 % p/v y a las obtenidas en otros estudios. Se comprobo que tanto el sustrato como la
cepa bacteriana evaluados en este estudio podrian ser una alternativa para la produccion de
amilasas a nivel industrial.
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Pyrolysis system to obtain carbonaceous material from rice
husk used as a precursor

Sistema de pirolisis para obtener material carbonoso a
partir de la cascarilla de arroz como precursor
Javier R. Castro-Ladino*,

Ana B. Vacca-Casanova, © Carlos A. Cuy-Hoyos

Escuela de Ingenieria, Universidad de los Llanos, Villavicencio, Colombia

Abstract

We present the development and validation of a pyrolysis system with a controlled nitrogen
atmosphere for the production of carbonaceous materials from biomass elements. Our objective
was to use rice husk as a precursor to produce carbonaceous material and explore its application
in different technological fields. In Colombia, over 800.000 tons of rice are produced every six
months by the leading producing regions such as the Orinoquia region and the provinces of Tolima
and Huila, among others. This system provides the opportunity to use agro-industrial waste such as
rice husk, an environmental contaminator, and convert it into a useful and value-added material for
the development of science and technology in emerging technological fields. Analyses performed
using electron scanning microscopy (SEM) have shown that the synthesized material is a porous
carbonaceous substance composed of irregular fibers with a hollow internal structure between
5 and 30 pm in size. The Raman spectra show a vibrational response of graphene oxide (GO)
multilayer type. These results suggest the GO derived from rice husk can be a candidate for the
development of applications in technological areas such as flexible electronic devices and systems,
sensors, batteries, supercapacitors for energy storage, and bioremediation systems, among other
technological applications.

Keywords: Carbonaceous materials; Rice husk; Pyrolysis; Graphene oxide.

Resumen

Se presenta el desarrollo y la validacién de un sistema de pirolisis con atmdsfera controlada de
nitrégeno para la produccion de material carbonoso a partir de elementos de la biomasa. El objetivo
fue producir material carbonoso a partir de la cascarilla de arroz y explorar su uso en diferentes
campos tecnologicos. En Colombia se producen mas de 800 mil toneladas de arroz cada semestre
principalmente en regiones lideres en la produccién como la Orinoquia y los departamentos de
Tolima y Huila. Este sistema brinda la oportunidad de utilizar residuos agroindustriales como la
cascarilla de arroz que, ademas, afecta negativamente el medio ambiente, y convertirlo en un material
util con valor agregado para el desarrollo de la ciencia y la tecnologia en campos tecnologicos
emergentes. En andlisis realizados mediante microscopia de barrido electrénico (SEM) se ha
evidenciado que el material sintetizado es un material carbonoso y poroso compuesto por fibras
irregulares con estructuras internas huecas de entre 5 y 30 um. Los espectros Raman muestran una
respuesta vibracional del tipo grafeno oxidado multicapa. Estos resultados sugieren que el grafeno
oxidado derivado de la cascarilla de arroz puede ser un candidato para el desarrollo de aplicaciones
tecnoldgicas en areas como los dispositivos y sistemas de electronica flexible, los sensores, las
baterias, los supercapacitores para almacenamiento de energia y los sistemas de biorremediacion,
entre otras aplicaciones tecnologicas.

Palabras clave: Material carbonoso; Cascarilla de arroz; Pirolisis; Grafeno oxidado.
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Introduction

Our objective was to use rice husk (RH) as a precursor to produce carbonaceous material
and explore its application in different technological fields: The manufacturing of sensors
and electronic devices, the optimization of photovoltaic panels to capture solar energy,
as an alternative energy source, as porous biochar, and in other fields. As a first step, we
developed a pyrolysis system for the thermal decomposition of biomass in a controlled
nitrogen atmosphere.

Rice husk is a by-product of the threshing process for obtaining white rice and it
represents approximately 23% of the initial weight of paddy rice (Della, ef al., 2002). It
is generated when the husk of the rice grain is removed, a process that is usually carried
out with rubber rollers. Studies have found that approximately one ton of RH results
from every five tons of processed paddy rice (Lozano, 2020). On the other hand, when
calcinated, RH ash represents between 13 and 29% of the initial weight and it is composed
mainly of high-purity silicon (87-97%) (Abril & Abril, 2010) and small amounts of
inorganic salts.

Until a few years ago, this waste was burned in open spaces producing air pollution
with the subsequent negative impact on the environment and especially in human health.
The laws and norms regulating environmental issues in Colombia, as well as the regula-
tions issued in compliance with the Kyoto Protocol for the reduction of CO, emissions,
prohibit the burning of this type of material in open spaces. However, the compliance with
established protocols and procedures has been difficult as the husk must be burned under
special conditions, there are effects on the profit margin, and the appropriate technology is
lacking (Quiceno & Mosquera, 2010).

According to Quiceno & Mosquera (2010), since the 1980s, several studies have
aimed at adding value to this by-product considered as waste. RH has been used as
an additive for the manufacturing of cement and rubber, in the extrusion of polymers
with natural fibers, in the fabrication of insulating materials, and as fuel to dry paddy
rice. In Colombia, however, so far there are no reports on carbonaceous material and
silica produced from this important and abundant organic precursor. Other leading rice-
producing countries, such as India and China, are taking advantage of the extraordinary
properties of this material and its potential applications in science and technology (Prasad
& Pandey, 2012). In this context, it is worth highlighting the obtention of silicon from
rice husk for the preparation of solar panels (Abril & Abril, 2010) and nanoparticles by
pyrolysis (Wang, et al., 2011), with potential application in areas such as biomedicine,
biosensors, and solar cells.

Pyrolysis is the chemical decomposition of organic matter and other materials, except
metals and glass, by heating them at high temperature in the absence of oxygen (controlled
atmosphere). The chemical industry uses this process to produce activated carbon,
methanol, and other wood chemicals, as well as for the transformation of medium-weight
hydrocarbons into lighter products such as gasoline. These specialized uses of pyrolysis
are known by different names, such as dry distillation, destructive distillation, or cracking.
Pyrolysis is also used in the generation of nanoparticles (Rockstraw, ef al., 2005).

To validate the system, we charred rice husk samples varying the temperature and
time of carbonization. We analyzed the synthesized material through scanning electron
microscopy (SEM) techniques to determine its structure by means of micrographs and its
elementary composition by means of X-ray scattering spectroscopy (EDS). Besides, we
performed a Raman spectroscopy analysis to identify the characteristics of the synthesized
material associated with the vibrational modes.

Here, we briefly describe the conditions to develop the pyrolysis system: The setting
and monitoring of the temperature in the muffle and the outlet duct for pyroligneous gases,
as well as of the relative humidity and the air quality in a laboratory environment, all of
which are presented in detail in the supplementary material. Finally, we present and discuss
the results obtained.
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Materials and methods

This section describes the methods and techniques used for the acquisition and conditioning
of the signals corresponding to the temperature in both the muffle and the pyroligneous
gases pipe. Likewise, it characterizes the relative humidity, air quality, and temperature in
the laboratory environment, along with the proportional-integral-derivative (PID) control
and the virtual interface.

We developed a pyrolysis system similar to that devised by Prias-Barragan, et
al. (2011) at the Instituto Interdisciplinario de las Ciencias, Universidad del Quindio,
consisting of a muffle as a heating source, a reactor, a nitrogen supply network, a trap
to condense the gases produced during the process and avoid environmental pollution,
and a pump for vacuum generation. The temperature is the main parameter in pyrolysis
processes; in this case, we developed an automatic PID temperature controller to monitor
the temperature required for carbonizing the precursor material as a virtual instrumentation
software application that tracks air quality, relative humidity, and temperature in the
laboratory environment. Figure 1 shows a basic scheme of the developed pyrolysis system
and figure 1S, https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/1109/2818, the
control and monitoring P&D system diagram.

Temperature in the muffle, the gas outlet duct, and the laboratory environment

We monitored the temperature in the muffle, in the gas outlet duct, and in the laboratory
environment. We used a type K thermocouple to measure the temperature in the reactor
muffle and the gas outlet duct and a PT100 resistance temperature detector (RTD) to check
it in the laboratory environment. The temperature in the muffle was the carbonization
temperature of the material. This is one of the most important parameters of the process
together with the carbonization time and it was conditioned and entered into the virtual
instrumentation interface (VI) through the NI-9211 thermocouple input module (National
Instrument, NI). The conditioning circuit and the PT100 sensor, as well as the temperature
measurement system, are described in detail in the supplementary material. (Figure 6S,
https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/1109/2818)

Relative humidity monitoring

We monitored the relative humidity in the laboratory environment using an HS1101
capacitive sensor and then sent the signal to the VI using the NI-9201 analog voltage
module. The signal conditioning circuit is shown in the supplementary material (Figures

Virtual Instrumentation Interfaz

Monitori Monitoring air
temgzlra()tﬂ:(eg in Temperature Monitoring %HR qualli tylingthé
the laboratory control system PID in the laboratory laboratory

Nitrogen Muffle - Reactor Condertlsatlon
network 110V/220 AC System
pyroligneous gases

Vacuum
generation system

Figure 1. Block diagram of the pyrolysis system
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28, https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/1109/2818, 3S, https://
www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/1109/2818 and table 1S, https://
www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/1109/2818).

Air quality in the laboratory

We monitored air quality in the laboratory environment to control the emission of
pyroligneous gases produced during the carbonization process of rice husk. We used the
MQ135 resistive type electrochemical sensor (Olimex, 2017) located in the gas outlet duct;
this sensor is sensitive to different gases such as NH,, NOx, and CO,,. In the supplementary
material we describe in detail the conditioning and calibration of the sensor, figures 4S,
https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/1109/2818 and 5S, https://
www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/1109/2818.

Temperature control system

Temperature and carbonization times are the main parameters determining the character-
istics of the carbonaceous material to be obtained. For controlling the temperature of the
process, we developed a PID temperature control system to establish the number of heating
ramps and their respective timing, and to raise the temperature inside the muffle to the
point selected for the process. This also enabled us to establish the time this temperature
level had to be kept to satisfy the carbonization time.

Virtual instrumentation interface

The virtual instrumentation interface monitored and recorded the variables involved in
the carbonization process: The temperature in the muffle (process temperature: 7,) and
the pyroligneous gases exit pipe (7)), the flow of nitrogen (N, ) entering the system, the
relative humidity (%oRH), the temperature (7)), and the air quality (Q ) in the laboratory
environment. Figure 2 shows the flow chart of the VI developed to implement the virtual
instrumentation interface.

System time, Tp, Toq,

( Start )
Start time, set point
process temperature and
sampling time T, %RH, Ny and Qq
Nitrogen flow (N¢), process
temperature (Tp) and outlet Data report in “xIsx” file
duct (T,g4) in real time \L

N

Temperature (T;,), %RH
and air quality (Q,) in the
laboratory

Not

End

Tp, Toa, T1,
%RH, quality
air (Qq)

Finished
carbonization
process

Figure 2. Flow diagram of interface VI
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Validation of the pyrolysis system

To validate the pyrolysis system, we carried out the rice husk carbonization processes at
different temperature levels varying the carbonization time (hours). We analyzed the samples
of synthesized material using SEM techniques to determine their structure and topography,
EDS to identify their elementary composition, and Raman spectroscopy to determine the
characteristics associated with the vibrational modes and crystalline structure.

Results

We developed a pyrolysis system with a nitrogen-controlled atmosphere to obtain carbona-
ceous material from biomass precursors. The temperature of the process varied in a range
of up to approximately 1000°C. We controlled the temperature by means of an automatic
PID system monitored by a virtual instrument (VI) and we monitored air quality in the
gas outlet pipe of the system and the relative humidity and temperature in the laboratory.
Figure 3 shows the performance of the system in four carbonization processes in terms
of the processing temperature (temperature in the muffle). We adjusted the system to
guarantee adequate control of the variables involved in the process.

We synthesized several samples of carbonaceous material from the rice husk during
the validation of the pyrolysis system. These samples were analyzed using SEM, EDS,
and Raman spectroscopy. No grinding process was performed on the samples after the
pyrolysis process, i.e., the charred rice-husk flakes were removed. Our results showed that
the thermal decomposition method using a pyrolysis system is a low-cost alternative to
obtain graphene oxide from the rice husk (GO-RH) precursor.

Figure 4a shows an RH sample and figure 4b the magnified SEM micrograph of a
sample processed at 700°C and carbonized during three hours (S700-3) where the tubular
morphology typical of rice husk composed of internal fibers and a highly irregular surface,
visible at 500 magnifications, is observed in figure 4¢. This morphology is typical of coals
obtained from rice husks as described by Ahiduzzaman & Sadrull-Islam (2016). As
shown in figure 4d, these fibers are composed of internal hollow structures between 5 and
30 um in size. This feature is typical of rice husk carbonization from 450°C on (Ahmad-
Husni, et al., 2014).

On the other hand, we verified the obtention of carbon and silicon by pyrolysis of the
rice husk. The energy-dispersive x-ray spectroscopy (EDS) analyses showed that there the
carbon present in the sample decreased as the carbonization time increased. The opposite
occurred with the silicon content in the samples as shown in table 1.

Figure 3. Performance of the pyrolysis system in four carbonization processes
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Figure 4. a. Sample rice husk. SEM micrograph of b. S700-3 at 40 x; ¢. S700-3 at 500 x, and d.
S700-3 at 1000 x (CIDEMAT-UDEA)

Table 1. Atomic composition of samples

Atomic % S700-3 S700-4 S700-6
Si 1.22 9.36 12.92
(6] 8.81 22.81 20.75
C 88.27 66.77 66.03

Raman spectroscopy is a well-established and suitable characterization tool to
determine the quality of graphene and graphene oxide (GO) (Eigler & Dimiev, 2017). The
Raman spectra of the carbonaceous material samples (Figures 5a and 5b) corresponded
to a typical Raman GO spectrum characterized by the G band (~1600 cm™) (Johra, et al.,
2014) showing the degree of charge transfer and the sensitivity to external electromagnetic
perturbations (Souza, et al., 2019) while the D band (~1350 cm™) indicated the amorphous
carbon species (Johra, et al., 2014), as well as the formation of a graphitized structure
(Prias, et al., 2016). The ratio between the band intensities (/,/1 ) increased as the pyrolysis
temperature increases, which represents the transformation of a disordered structure into
an ordered one (Rybarczyk, ef al., 2019). Figure 5¢ shows how the spectrum of sample
S700-6 was deconvolved in four peaks and the wide 2D and D+G bands around the 2800
cm’! suggesting the presence of many graphene layers with edges, defects, and sp? regions
(Prias, et al., 2016, Johra, et al., 2014; Bharathidasan, et al., 2018).

Discussion

The pyrolysis system developed allowed for the generation of new materials using agro-
industrial waste. In this particular case, we used rice husk, which can negatively affect
the environment, to generate a carbonaceous material useful in science and technology
research. The system included the monitoring of variables in the laboratory environment:
Temperature, relative humidity, and air quality, important parameters for sample processing.
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In the semi-quantitative analysis of the carbonaceous material obtained, the EDS
analysis with an electronic scanning microscope showed that there were two main
elements, carbon and silicon (Table 1). However, there is a high level of uncertainty given
that we performed the analysis on the material as it came out of the carbonization process,
i.e., without prior grinding. This analysis also showed a decrease in the carbon present in
the samples as carbonization time increased.

The Raman spectra in the GO-RH samples (Figure 5) showed a multilayer oxidized
graphene-type vibrational response with overtones strongly influenced by carbonization
time and temperature, which could be attributed to the increase in the desorption of
multifunctional oxides and organic compounds.

The slight modification of the G band can be attributed to voltage and temperature
modifications (Figures 5a and 5b) associated with the degree of charge transfer and the
sensitivity to external electromagnetic disturbances (Souza, et al., 2019). Additionally,
band D can be associated with defects such as vacancies, grain boundaries, and amorphous
carbon species (Johra, et al., 2014).

The two characteristic bands obtained confirmed the presence of conjugated bonds
and carbon-carbon double bonds typical of oxidized graphene showing that in the 500 to
700 ° C temperature range, the graphene oxide-type structure is very stable and structurally
conformable. These results suggest that the GO derived from rice husk (GO-RH) is a
potential candidate for the development of electronic devices and sensors.

Figure 5. Raman spectrum of samples. a. Carbonization time: four hours varying the temperature level. b. Carbonization temperature: 700°C
varying the carbonization time, and ¢. Deconvolved spectrum of sample S700-6
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Supplementary document

Figure 1S. P&D diagram pyrolysis system. See the figure 1S in https://www.raccefyn.co/
index.php/raccefyn/article/view/1109/2818

Figure 2S. HS1101 sensor conditioning circuit. See the figure 2S in https://www.raccefyn.
co/index.php/raccefyn/article/view/1109/2818

Table 1S. Hs1101 sensor response. See the table 1S in https://www.raccefyn.co/index.php/
raccefyn/article/view/1109/2818

Figure 3S. Frequency response of the HS1101. See the figure 3S in https://www.raccefyn.
co/index.php/raccefyn/article/view/1109/2818

Figure 4S. Schematic diagram of the circuit MQ135 sensor. See the figure 4S in https://
www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/1109/2818

Figure 5S. MQ-135 sensor calibration. See the figure 5S in https://www.raccefyn.co/
index.php/raccefyn/article/view/1109/2818

Figure 6S. PT-100 sensor conditioning circuit. See the figure 6S in https://www.raccefyn.
co/index.php/raccefyn/article/view/1109/2818
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un nuevo material polimérico con sitios activos complejantes

Selective gold extraction using membranes based on a new
polymeric material with complex active sites
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German Cuervo-Ochoa!, © Jaime Martin-Franco?, © Tania Milena Gutiérrez-Valencia'

'Grupo de Investigacion en Procesos Electroquimicos, GIPEL, Departamento de Quimica, Universidad del
Cauca, Popayan, Colombia

*Grupo de Investigacion Quimica de Productos Naturales, QPN, Departamento de Quimica, Universidad del
Cauca, Popayan, Colombia

Resumen

Se sintetizo un nuevo polimero organico con caracteristicas que le permiten actuar como agente
extractante de iones metalicos. Se fabricaron membranas a partir de policloruro de vinilo (PVC),
plastificante éter de 2 nitrofenil octilo (NPOE) y polimero sintetizado que se emplearon en la
extraccion de oro a partir de disoluciones acuosas del metal. Se estudio, ademas, el efecto de la
adicion de tetrafenilborato de sodio (Na-TFB) para mejorar el intercambio i6nico entre la solucion
de trabajo y la membrana fabricada. Se determiné la composicion y el espesor de la membrana con
la cual se obtuvo el mayor porcentaje de extraccion de oro, asi como la selectividad del material
hacia Au*" en presencia de otros iones metalicos (Cu?', Pb*, Ca?*, Zn*', Fe’*, Ni** y Al*"), cada
uno con una concentracion inicial de 1,4x10* M. Los resultados mostraron que en un ciclo se
alcanzaron porcentajes de extraccion cercanos al 80 % del contenido inicial de la solucion (1x
10 M), con la ventaja de que se pudo reutilizar la misma membrana en tres ciclos sin pérdidas
apreciables de eficiencia.

Palabras clave: Polimero; Membrana; Extraccion; Oro.

Abstract

We synthesized a new organic polymer whose characteristics allow it to act as an extracting agent
for metal ions. Membranes were made from polyvinylchloride (PVC) and 2 nitrophenyl octyl ether
plasticizer (NPOE) together with the synthesized polymer and were used to extract gold from aqueous
solutions of the metal. Additionally, we added sodium tetraphenylborate (Na-TFB) to improve the
ion exchange between the working solution and the manufactured membrane. We determined the
composition and membrane thickness showing the highest percentage of gold extraction, as well
as the material selectivity towards Au3 + in the presence of other metal ions (Cu?*, Pb*", Ca*", Zn?*,
Fe**, Ni*, and AI*"), each with an initial concentration of 1.4x10 M. The results showed percentages
close to 80% of the initial content of the solution (1x10*M) extracted in one cycle; besides we were
able to reuse the same membrane during three cycles without appreciable losses of efficiency.

Keywords: Polymer; Membrane; Extraction; Gold.

Introduccion

La tecnologia actual requiere el empleo de grandes cantidades de metales preciosos
que son extremadamente Utiles por sus excepcionales propiedades quimicas y fisicas.
Metales como el oro (Au), el platino (Pt), el paladio (Pd) y la plata (Ag) se utilizan en
los dispositivos electronicos y en la industria quimica como catalizadores en reacciones
para la obtencion de productos de alto valor comercial, sanitario o industrial (Fotoohi &
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Mercier, 2015; Braibant, Bourgeois, Meyer, 2018). Su relativa escasez, elevado costo
y creciente demanda en varios sectores de la industria han llevado a los investigadores
de diversos campos a dedicar sus esfuerzos a la recuperacion de metales, por lo que los
métodos para su extraccion a partir de soluciones acuosas han cobrado gran importancia
en las tltimas décadas.

Los métodos mas comtiinmente utilizados para la recuperacion de metales a partir de
soluciones acuosas son la extraccion con disolventes y la precipitacion quimica. En el caso
especifico del oro, los sistemas tradicionalmente usados han sido la lixiviacién con cianuro
de sodio y la extracciéon con mercurio. La primera se ha empleado durante mas de 100 afios,
pero el cianuro es muy toxico y la elevada cantidad de residuos debidos a fugas y derrames
accidentales tiene gran impacto en el medio ambiente, principalmente en los rios (Hilson &
Monhemius, 2006). En cuanto al mercurio, el estado colombiano ha prohibido su uso para
la extraccion de oro por los graves problemas sanitarios y ambientales que genera.

En este contexto, se han desarrollado nuevas estrategias econdmicamente viables, ami-
gables con el medio ambiente y funcionalmente eficientes para la extraccion de metales
(Gohil, et al., 2006; Tan, et al., 2017; Ata, et al., 2008; Hosseini, et al., 2010; Fu &
Wang, 2011; Wang, et al., 2017; Judd, 2017). En los estudios recientes en busca de
alternativas a la extraccion de la hidrometalurgia convencional se destacan dos procesos
que cobran cada vez mas relevancia: el primero es el uso de tiourea y tiousulfato para la
extraccion selectiva de oro (Zhang, et al., 2014) y el segundo es el empleo de membranas
y absorbentes fabricados con polimeros que contienen agentes quelantes. Esta ultima
alternativa ha llamado la atencion debido a su alta selectividad y eficiencia en términos del
porcentaje de extraccion de metales a partir de soluciones acuosas. Ademas, las membranas
presentan la ventaja de ser faciles de manejar y generan una cantidad significativamente
menor de residuos en comparacion con los métodos convencionales, pueden ser usadas en
varios ciclos y su selectividad se puede modificar segin el agente quelante o los grupos
funcionales incorporados (Tofan, ef al., 2017).

Hay pocos estudios sobre membranas poliméricas complejantes de metales que hayan
sido sintetizadas de tal forma que contengan un grupo funcional por unidad monomérica.
Villalobos (2014) sintetiz6 politiosemicarbazida en la fabricacion de una membrana para
la extraccion de oro. Cada unidad monomeérica de este polimero contiene dos grupos
tiosemicarbazida que forman un sitio activo con una eficiencia de extraccion mayor al
97 % empleando la membrana en procesos de permeacion impulsada por presion.

En estudios sobre la recuperacion de metales a partir de la chatarra electronica,
Kubota & Kono (2019) utilizaron N-[N,N-di(2-etilhexil) aminocarbonilmetil] glicina
como extractante en membranas poliméricas de inclusion (MPI) para la extraccion de
Au*" a partir de una solucién de 2 M de acido clorhidrico y lograron un porcentaje de
extraccion del 96 %. Aunque se han reportado porcentajes de extraccion altos con este
tipo de membranas, tienen problemas de estabilidad y vida util debido a la pérdida de
materiales y la degradacion de sus componentes durante el uso, lo que las hace costosas
para la implementacion a gran escala (Song, ef al., 2018).

En otros estudios (Monier, et al., 2014) se ha podido establecer que la selectividad
de un agente extractante frente a un ion metalico en particular, se relaciona con el tamafio
y la carga del ion que se extrae. No obstante, un extractante debe mantener caracteristicas
basicas, como la presencia de heteroatomos con pares electronicos libres apropiadamente
distribuidos en la estructura molecular, que permitan la formacion de complejos de los
iones metalicos de interés.

Los heteroatomos presentes en el agente complejante generan una cavidad cuyo
tamafio depende de la distribucion, las distancias y la movilidad de los grupos que los
contienen. El tamafio de la cavidad permite seleccionar iones metalicos que, por el tamafio
de su radio i6nico, se ajusten y puedan formar un complejo con relativa estabilidad. Sin
embargo, cuanto mayor sea la carga del ion metalico, el complejo formado serd mas
estable debido, probablemente, a que reciben con mayor facilidad los pares electronicos
del ligando en comparacion con los iones metalicos de menor carga.
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Estos nuevos materiales deben ser sintetizados y probados para obtener una completa
extraccion de metales de alto valor economico y, ademas, su uso puede extenderse a pro-
cesos de purificacion del agua. En este estudio se sintetizo y se analizé un nuevo polimero
extractante con grupos funcionales amino, imino e hidroxilo para fabricar membranas y
determinar su selectividad y eficiencia en la extraccion de oro a partir de soluciones acuosas.

Materiales y métodos

Los materiales y reactivos, asi como el procedimiento para la obtencion de poli-N-(2-((2-
hidroxibenciliden) amino) ciclohexil)-4-pentenamida (P2,2HACPA) y su ruta de sintesis,
se presentan en la figura 1. Esta sustancia se utilizo posteriormente en la extraccion selec-
tiva de oro como se describe en el material suplementario.

Fabricacion de las membranas para extraccion de Au**

Se empled P2,2HACPA para la fabricacion de las membranas posteriormente empleadas en
la extraccion de oro a partir de disoluciones acuosas del metal. Los componentes usados en
la fabricacion de las membranas fueron: P2,2HACPA, entre 20 y 50 %, como extractante;
policloruro de vinilo (PVC), entre 24 y 60 %, como material estructural, y 2-nitrofenil
octil éter (NPOE), entre 24 y 47 %, como plastificante. Los porcentajes se calcularon con
base en un peso total de 0,5 g de membrana. Con el fin de mejorar el intercambio de iones
metalicos entre la solucion de trabajo y las membranas, en algunas de ellas se incorpord
entre 2,9 y 4,8 % de Na-TFBa como sal intercambiadora. En este caso se esperaba que el
ion Na* saliera de la membrana hacia la solucion, en tanto que los iones Au’** ingresarian
desde la soluciéon a la membrana. La composicion se varié hasta lograr un material
apropiado para obtener un elevado porcentaje de extraccion del ion metalico de interés,
pero también la consistencia, la facilidad de manipulacion y la resistencia adecuadas con
respecto a la presion ejercida por las soluciones de trabajo. Todos los componentes de la
membrana se disolvieron en 2 mL de tetrahidrofurano (THF) y se mezclaron hasta obtener
un sistema homogéneo. La solucion se esparci6 sobre una superficie de vidrio y se dejo
en reposo durante 24 horas a temperatura ambiente, con el fin de eliminar por completo
el disolvente. Con el mismo procedimiento se prepararon membranas de 50, 100 y 200+5
pum de espesor medidos con un calibre de Vernier para evaluar el efecto de este parametro
sobre el porcentaje de extraccion de Au’™.

Figura 1. Ruta sintética del polimero P2,2HACPA
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Extraccion de oro con las membranas fabricadas

Se construyeron dos celdas cubicas de polipropileno con capacidad de 85 cm® cada una
(Figura 18, https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/938/2824). En
una celda se adicionaron 75,0 mL de solucién de partida de Au** en forma de acido cloro-
durico 5x10*“ M (solucion donadora). En la otra celda se adicionaron 75,0 mL de solucién
de 0,1 M de KNO, (solucion receptora). En las dos celdas se ajust6 el pH a 4,0 con una
solucion de 2,5 M de hidréxido de potasio en la solucion donadora y con 2,5 M de acido
clorhidrico en la solucién receptora. Las dos celdas se conectaron mediante un tubo de
PVC de 1,50 cm de diametro en el cual se incrustd una seccidon de la membrana sintetizada
del mismo didmetro que sirvid como barrera entre las dos soluciones. El sistema se
mantuvo en contacto durante 108 horas con agitacion magnética a 600 rpm. Cada 12 horas
se tomaron alicuotas de 2,00 mL de la solucion donadora y de la solucion receptora. Las
alicuotas se diluyeron hasta 10,00 mL con una solucion de 0,1 M de KNO, a un pH de 4,0
y sin mas tratamiento se introdujeron en el espectrofotometro de absorcion atdmica, con el
fin de determinar la concentracion de Au** en cada solucion.

Para evaluar la vida util de la membrana, se llevaron a cabo tres ciclos de extraccion de
Au** con una duracion de 108 horas por ciclo. Para la recuperacion de la membrana entre
ciclos, se agreg6 una solucion de 0,2 M de tiourea y 1 M de HCI en agitacion magnética a
600 rpm durante una hora para lixiviar el oro retenido.

Efecto del pH de las soluciones en la membrana

Para determinar el efecto del pH de las soluciones, se colocd la membrana en medio de
las dos celdas como se indico anteriormente. En cada celda se adicionaron 75,0 mL de
solucion de 0,1 M de KNO, y se ajusto el valor del pH a 6,0. Con el fin de comparar el
comportamiento del sistema en presencia y ausencia de tampon, el valor del pH se ajustod
inicialmente con 0,05 M de acido 2-(N-morfolino)-etanosulfonico (MES) y acido clorhi-
drico, en tanto que en otra serie de experimentos se empled solamente una solucion de 2,5
M de acido clorhidrico. A cada lado de la membrana se puso un electrodo de referencia
de Calomel. Los electrodos de referencia se conectaron a un medidor de pH Orion Star™
A211 Thermo Scientific™ bajo agitacion constante y se midi6 el potencial de la membrana
cada 5 segundos. Se disminuy6 el valor de pH de una de las soluciones en una unidad cada
20 minutos hasta llegar a un valor de pH de 1,0 utilizando una solucién de 2,5 M de acido
clorhidrico y registrando continuamente el potencial de la membrana.

Evaluacion del grado de selectividad de la membrana

Se evalu6 el grado de selectividad de la membrana con respecto a siete iones metalicos
comunes en soluciones acuosas o que pueden tener algiin grado de interferencia con Au*".
Para ello se empled la membrana de mejor desempefio en la extraccion de oro. En una de
las celdas de trabajo se adicionaron 75,0 mL de solucién de 0,1 M de KNO, con los iones
Au*', Cu?*, Pb¥, Ca*, Zn*", Fe**, Ni*" y Al**, cada uno en una concentracion de 1x10* My
un pH ajustado a 4,0 usando 2,5 M de hidroxido de potasio. En el otro compartimiento se
agreg6 una solucion de 0,1 M de KNO, con un pH ajustado a 4,0 utilizando 2,5 M de 4cido
clorhidrico y se mantuvo la agitacion magnética a 600 rpm durante 72 horas. Se tomaron
alicuotas de 5,0 mL al inicio y al final del proceso y se diluyeron en un volumen de 10 mL
con agua desionizada. Se determiné la variacion de la concentracion de cada uno de los
iones metalicos en las dos disoluciones mediante espectrofotometria de absorcion atomica
y con los resultados obtenidos se determind la selectividad de la membrana hacia Au**
comparada con los demads iones.

Resultados y discusion

Caracterizacion del P2,2HACPA y los intermediarios

Acido 4-pentenoico (I). Liquido de color amarillo claro. IR (ATR): A (cm™) 2400-3100 (st,
OH), 1709 (st, C=0), 1415 (d, C-H), 1257 (st, C-O), 910 (d, OH), 1641 (st, C=C), 3079 (st,
C=C-H), 933 (d, C=C-H), 2978 (st.asym, CH,), 2926 (st.asym, CH,), 1415 (d, C-H). MS-
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IE: (m/z) 100,06 (C;H,0,"[M']), 82,07 (C;H,O), 55,11 (C,H,",), 41,09 (C;H,"). RMN
'H (400 MHz, THF): § (ppm) 8,3 (s,1H, OH), 5,8 (m, 1H, CH), 5 (d, 2H, CH,), 2,43 (t, 2H,
CH,), 2,37 (dt, 2H, CH,). RMN "C (400 MHz, THF): 6 (ppm) 178 (-OH), 33 (C-2), 28,6
(C-3), 136 (C-4), 116 (C-5).

Acido 3-hidroxi-4pentenoico/dcido 2,4-pentadienoico (II). Liquido viscoso de color
naranja: IR (ATR): A (cm™) 3489 (st, CH-OH), 1709 (st, C=0), 2400-3100 (st, OH), 1260
(st, C-0), 914 (d, OH), 1640 (st, C=C), 1043 (d, CH,-OH), 1414 (d, C-H). MS-ES: (m/z)
115,97 (CH,O," [M']), 114,97 (C,H.0,"), 97,97 (CHO," [M']).

Poli (dacido-3-hidroxi-4-pentenoico) (III). Liquido altamente viscoso de color marrén
oscuro: IR (ATR): A (em™) 3450 (st, CH,-OH), 1705 (st, C=0), 2300-3100 (st, OH), 1258
(st, C-0), 914 (d, OH), 1065 (d, CH,-OH), 2917 (st.asym, CH,), 2849 (st.asym, CH,), 1451
(d, C-H). MS-ES: (m/z) 1359, 1584, 2035, 2451, 3038, 3464, 3553, 3916, 3967.

2-(((2-aminociclohexil) imino) metil) fenol (IV). Liquido de color amarillo claro: IR
(ATR): A (cm™) 3418 (st, N-H), 1350 (st, C-N), 1629 (st, C=N), 3070-3600 (st, OH), 1274
(d, NH), 2855 (st.sym, CH,), 2926 (st.asym, CH,. RMN 'H (400 MHz, DMSO): & (ppm)
8,7 (s, 1H, CH), 5,3 (s, 1H, OH), 6,8 (m, 2H, CH,), 3 (s, 2H, NH,) RMN "“C (400 MHz,
THF): 8 (ppm) 161 (C-1), 118 (C-2), 134 (C-3), 120 (C-4), 134 (C-5), 124 (C-6), 160 (C-
7), 67 (C-8), 29 (C-9), 25 (C-10), 25 (C-11), 33 (C-12), 53 (C-13).

P2,2HACPA (VI). Liquido altamente viscoso de color marrén: IR (ATR): A (cm™)
3455 (st, CH,-OH), 1202 (d,-OH), 2917 (st.asym, CH,), 2849 (st.sym, CH,), 1451 (d,
C-H), 1579 (st, C=0), 1629 (st, C=N). RMN 'H (400 MHz, DMSO): & (ppm) 5,8 (s, 1H,
NH), 5,1 (s, 1H, OH). RMN BC (400 MHz, THF): 6 (ppm) 165 (C-5), 160 (C-8) 70 (C-3)
161 (C-9). MS-ES: (m/z) 3995.

La caracterizacion mediante espectroscopia IR (Figura 28, https://www.raccefyn.co/
index.php/raccefyn/article/view/938/2825) del compuesto I mostrd una banda amplia y
caracteristica de estiramiento del OH del carboxilo entre 3.100 y 2.400 cm™, de 1.709
cm! de estiramiento del C=0, de 1.257 cm™! de estiramiento del C-O del grupo carboxilo
y de 910 cm™! de deformacion del OH. Se observaron claramente bandas caracteristicas de
un doble enlace terminal a 1.641 cm™ del estiramiento del doble enlace (C=C), y a 3.079
y 993 cm! de estiramiento y deformacion, respectivamente, del C-H de un doble enlace
terminal. La caracterizacion por resonancia magnética nuclear confirmé la presencia de
un grupo carboxilo y un grupo vinilo (Figuras 3S, https://www.raccefyn.co/index.php/
raccefyn/article/view/938/2826 y 4S, https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/
view/938/2827), en tanto que el espectro de masas (Figura 58S, https://www.raccefyn.co/
index.php/raccefyn/article/view/938/2828) evidencio un pico de ion molecular de 100 m/z.

Mediante espectroscopia IR se comprobo la formacion de un alcohol (Figura 6S,
https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/938/2829) en el compuesto II,
encontrandose una banda ancha y caracteristica del estiramiento de un grupo alcohol a
3.489 cm'. Mediante espectroscopia de masas usando ionizacion por electronebulizacion
se encontraron las especies con M*=116 y M*=98, lo que sugiere la formacion de dos pro-
ductos (Figura 7S, https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/938/2830):
uno por reaccion de eliminacion de E2 y otro por sustitucion nucleofilica de S 2.

Después de la polimerizacion via radicalaria con peréxido de benzoilo (POB) como
iniciador de la reaccion, se detecto la presencia de dobles enlaces en el compuesto corres-
pondientes al compuesto obtenido por la ruta de la reacciéon de E2 en el paso anterior.
Para obtener un polimero con grupos hidroxilo unicamente en la posicion beta del acido
carboxilico fue necesaria una hidratacion del grupo alqueno utilizando acido sulfurico,
agua y tetrahidrofurano (THF) como solvente. En el espectro IR (Figura 8S, https:/
www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/938/2831) se observo que, después del
tratamiento con acido sulfurico, las bandas correspondientes al doble enlace (1.641 cm™)
desaparecieron y aument6 la banda caracteristica del grupo alcohol.

La obtencion del compuesto IV se confirmé por espectroscopia IR (Figura 2).
Se aprecia la formacion de un grupo imina representado en la sefial a 1.629 cm’,
caracteristica de un grupo C=N, y entre la regién de 3.070 cm'a 3.600 cm’, la banda
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Figura 2. (-) Espectro IR del compuesto 1V; (-) Espectro IR del compuesto VI

del grupo OH junto con bandas caracteristicas de una amina primaria. Al comparar el
espectro IR del compuesto IV con el del compuesto VI fue evidente que las sefales
cercanas a los 3.350 cm del grupo amino desaparecieron debido a la formacion del
grupo imino. En la RMN-'H (Figura 9S, https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/
article/view/938/2832) y la RMN-3C (Figura 10S, https://www.raccefyn.co/index.php/
raccefyn/article/view/938/2833) se evidencio la obtencion de un grupo amida e hidroxilo
con los desplazamientos caracteristicos de la estructura de la molécula planteada. En el
espectro MS obtenido con ionizacion ES (Figura 118, https://www.raccefyn.co/index.
php/raccefyn/article/view/938/2834) se observaron valores de masa altos, con un maximo
de 3.967 m/z debido a la limitacion del instrumento.

Extraccion de Au**

En la fabricacion de las membranas se usé el polimero sintetizado, el cual genera los sitios
activos de interaccion con los iones de Au**. La composicion y el espesor de las membra-
nas fabricadas, asi como el porcentaje de extraccion de oro, se presentan en la tabla 1. El
porcentaje de extraccion corresponde a la suma del porcentaje de metal transportado desde
la soluciéon donadora hacia la solucion receptora mas el porcentaje de metal retenido en la
membrana. Este ultimo se determiné después de la lixiviacion del metal con una solucién
de 1,5 M de tiourea a un pH de 4,0.

Con la membrana 1 los resultados obtenidos mediante espectrofotometria de absor-
cioén atdomica indicaron la presencia de oro en ambas fases; en la figura 3 se observa
como la concentracion final de iones de oro en la fase receptora (solucion inicialmente
libre de Au) fue de 49 %, y en la fase donadora (solucion con 100 ppm de Au al inicio
del experimento) fue de 21 %, lo que sugiere que en las primeras horas se generd un
gradiente de concentracion a través de la membrana que permitié el transporte. Mas alla
de las 72 horas, la concentracion en la fase receptora se mantuvo constante, lo cual sugiere
que el transporte de iones a través de la membrana hacia la solucidn receptora se detuvo,
probablemente porque los sitios activos se saturaron con los iones de oro y se favorecio el
proceso de retencion en la misma membrana. El cambio de coloracion de marrén a rosa
de la membrana también evidencio que los iones extraidos de la solucion donadora se
acumularon sobre la misma membrana. Este fendmeno de retencion puede considerarse
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Tabla 1. Porcentajes de extraccion de oro empleando membranas fabricadas con diferente compo-
sicion y espesor

Membrana Espesor Composicion Porcentaje de extracciéon
(m) (%)
Polimero PVC NPOE TFB-Na Transportado Retenido
1 50 20 30 47 3 49 30
2 50 20 47 33 0 0 12
4 50 30 40 30 0 0 51
5 50 40 30 30 0 0 59
6 50 40 60 0 0 0 11
7 50 48 24 24 5 0 26
8 50 48 24 24 3 0 30
9 50 50 25 25 0 0 17
11 100 20 30 47 3 30 36
12 200 20 30 47 3 0 48

Figura 3. Variacion de la concentracion en la fase receptora y en la fase donadora en relacion con el
tiempo (108 h) con la membrana de composicion 1.

otra forma eficiente de extraccion. La recuperacion de la membrana se hizo mediante
lixiviacion del oro retenido sumergiendo la membrana durante una hora en una solucion
de 1,5 M de tiourea a un pH de 4,0 en agitacion magnética. La suma de las cantidades de
oro determinadas tanto en la solucion receptora como en la superficie de la membrana
permiti6 establecer que se habia alcanzado una extraccion del 78,6 % del oro contenido
en la fase donadora. Por ello, se establecid que la membrana de composicion 1 generd un
alto porcentaje de extraccion de oro comparado con los porcentajes que se obtienen con
técnicas tradicionales como la cianuracion, que no supera el 50 % de extraccion a menos
que se cumplan numerosos pasos para aumentar dicho valor (Syed, 2012).

A diferencia de lo encontrado con la membrana 1, la membrana de composicion 2
no generod transporte de Au** hacia la solucion receptora, en tanto que la concentracion
del metal en la solucién donadora disminuy6 15 %. No obstante, la retencion de oro por
parte de la membrana alcanzo el 12 % con respecto a la concentracion inicial de la fase
donadora, lo que sugiere que la presencia del Na-TFB es necesaria para generar una especie
de transporte facilitado a través de la membrana, ya que al ser una sal, su estructura per-
mite el intercambio i6nico y tiene un posible efecto sinérgico con el polimero sintetizado,
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lo cual facilita el ingreso del ion desde la solucion donadora al interior de la membrana, en
tanto que el polimero genera los sitios activos de interaccion permitiendo el movimiento
de los iones hacia la solucion receptora.

La membrana de composicion 3, fabricada sin P2,2HACPA, generd un porcentaje de
extraccion de solo 3 % del oro contenido en la solucion donadora, el cual no fue trans-
portado a la solucion receptora. Luego del proceso de lixiviacion con solucion de tiourea
se recupero el 2 % del metal, lo cual evidencia que la extraccion observada con las mem-
branas 1 y 2 se debe a la presencia de P2,2HACPA en el material.

El aumento del contenido de P2,2HACPA (membranas 4 y 5) permitié aumentar el
porcentaje de extraccion de oro sin que hubiera transporte hacia la solucion receptora, 1o
que presuntamente se debi6 a la ausencia de Na-TFB. En estas membranas se observo una
relacion proporcional entre el porcentaje de extraccion y la cantidad de polimero, ya que
al aumentar el porcentaje de P2,2HACPA aumentaron los sitios activos de interaccion con
los iones de oro y, por lo tanto, hubo un mayor porcentaje de metal retenido en compara-
cion con el observado al emplear la membrana 1, que contenia solo 20 % de P2,2HACPA.
Se debe recordar que el Na-TFB se emple6 como una alternativa para mejorar el intercam-
bio i6nico entre la solucién donadora y la membrana. Sin embargo, el intercambio i6nico
también ocurri6 en ausencia de Na-TFB.

Es evidente, asimismo, que la ausencia del plastificante en la membrana 6 caus6 una
considerable disminucion del porcentaje de oro extraido, a pesar de contener el 40 % del
polimero sintetizado, lo que se debid a la excesiva rigidez y pérdida de homogeneidad
de la estructura y confirma que, para este tipo de membranas, es indispensable usar un
plastificante que permita mejorar las propiedades de resistencia mecanica y de plasticidad
y que, conjuntamente con el polimero, proporcionen las condiciones apropiadas para alojar
y, si es el caso, transportar las especies de interés.

Las membranas 7, 8 y 9 presentaron un cambio significativo en la elasticidad al
aumentar el porcentaje de polimero hasta cerca del 50 %. El bajo contenido de PVC genero
membranas con tendencia a fluir y, por lo tanto, dificiles de manipular. Las membranas
con esta misma composicion, pero de mayor espesor, se dejaron manipular mejor. Sin
embargo, a pesar de su alto contenido de P2,2HACPA, el porcentaje de extraccion de oro
fue significativamente menor que el obtenido con las membranas precedentes.

En cuanto a la influencia del espesor de la membrana sobre el porcentaje de extrac-
cion, se registrd una relacion inversamente proporcional, ya que al aumentar el espesor de
la membrana disminuy6 el porcentaje de extraccion. No obstante, es importante sefialar
que la cantidad de oro retenido en la membrana aumento6 con el espesor, en tanto que la
cantidad de oro transportado a la solucion receptora disminuy6 con ese mismo factor, lo
que evidencid que la difusion del metal a través de la membrana se hizo a una velocidad
relativamente baja y al cabo de 72 horas de contacto no alcanzo a atravesar la membrana de
200 micrémetros, en consecuencia, la concentracion de oro en la solucion receptora estuvo
por debajo de los limites de deteccion cuando se emplearon membranas de ese espesor.
Segun lo planteado por Benavente (1998), el Na-TFB puede estar parcialmente retenido
en la matriz polimérica debido a la interaccion idnica entre los grupos cargados negativa-
mente y algunos grupos protonados del polimero; asi, el agente transportador pudiera estar
presente en el interior de la membrana tanto en forma libre como enlazado i6nicamente,
por lo cual, al aumentar el espesor de la membrana, disminuye el flujo del transportador
asi como el porcentaje de oro transportado. En el presente estudio se confirmé que tanto la
composicion como el espesor de la membrana tienen un efecto significativo en la interac-
cion con los iones de oro y su respectivo porcentaje de extraccion y se logréd fabricar una
membrana 1 con espesor de 50 um con la cual el porcentaje de extraccion de oro fue del
79 %. Estos resultados son prometedores en cuanto a la sintesis de nuevos materiales y el
disefio de métodos alternativos para la extraccion de oro.

Por otro lado, es importante establecer la posibilidad de reutilizar la membrana, es
decir, su comportamiento en varios ciclos de extraccion de oro, ya que segin la literatura
especializada (Mora-Tamez & Rodriguez de San Miguel, 2014) esta es una de las
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principales ventajas de este tipo de materiales. Se llevaron a cabo tres ciclos de extraccion
de 108 horas con la misma membrana (membrana 1) y bajo las condiciones de lixiviacion
ya mencionadas. En el primer ciclo se obtuvo un 78 % de extraccion de oro y en el tercero,
76 %, lo que evidencia que la membrana puede soportar cerca de 324 horas (3 ciclos de 108
h cada uno) de uso en los procesos de extraccion sin que se modifique significativamente
el porcentaje de extraccion de oro.

En un estudio se reportaron agentes extractantes como el N-[N,N-di(2-etillhexil)
aminocarbonilmetil]glicina (D2EHAG) usados en membranas poliméricas de inclusion
(Kubota, et al., 2019) cuyos porcentajes de extracciéon fueron mayores (96 %) a los
obtenidos en este trabajo. En otro estudio se sintetizo politiosemicarbazida en la fabrica-
cion de una membrana para la extraccion de oro, lo que representd una ventaja, pues cada
unidad monomérica de este polimero contiene dos grupos tiosemicarbazida que forman un
sitio activo, lo que permite una eficiencia de extraccion cercana al 97 % mediante adsor-
cion (Villalobos, et al., 2014). Los copolimeros acrilicos con grupos funcionales como el
dimetilaminobenzaldehido y resinas de tiourea, también pueden adsorber con eficiencia
algunos metales nobles como el oro (Tofan, et al., 2017; Atia, 2005). Sin embargo, no hay
reporte de que ese tipo de membrana sea capaz de soportar varios ciclos. Por lo anterior,
se evidencia que un agente extractante polimerizado como el sintetizado en este trabajo
(P2,2HACPA) tiene la ventaja de una mayor vida util y permite obtener altos porcentajes
de extraccion de oro a partir de soluciones acuosas.

La retencion de oro en la membrana 1 se confirmd, ademas, por el cambio de color
observado mediante microscopia electronica de barrido (SEM-EDS) antes y después de la
extraccion de Au*t. Para ello se utilizo un microscopio electronico JEOL Modelo JSM 6490LV
(McCrone Microscopes) con detector de espectroscopia de dispersion de energias por rayos
X (EDS) (Oxford Instruments, modelo INCA PENTAFETx3) en un voltaje de aceleracion de
20 kV y magnificaciones desde 500X hasta 1000X. En las membranas de referencia, es decir,
aquellas que no habian sido utilizadas para la extraccion, se requirio la adicion de una capa de
oro para formar una superficie conductora, en tanto que las membranas usadas en los experi-
mentos de extraccion de oro no requirieron la adicién del metal debido a que el oro adsorbido
durante el experimento se habia reducido formando una capa conductora.

En la imagen de la figura 4a se observa la fotografia de una membrana con superficie
homogénea poco porosa y en la imagen b se observan particulas sobresalientes de formas
irregulares. El andlisis de composicion mediante SEM-EDS reveld que estas particulas
correspondian a oro depositado y reducido en el proceso de extraccion, lo que confirma
que, durante el proceso, ademds de un mejor transporte, ocurrié también la retenciéon y la
posterior reduccion de oro sobre la membrana. La reduccion de Au** sobre la membrana se
explica por el alto potencial de reduccion de esta especie y por la presencia de Na-TFB, el
cual puede oxidarse facilmente en presencia de un agente oxidante como el mismo Au’".

Determinacion del efecto del pH de las soluciones en la membrana

El comportamiento de la variacion del potencial de la membrana en funcion del valor de
pH de la solucion se presenta en la figura 5. Al inicio de las mediciones la diferencia de
potencial permanecid constante en el tiempo y cercana a 0,0 mV. En un sistema perfecta-
mente homogéneo se esperaria una diferencia de 0,0 mV en virtud de que la medicion se
hizo con dos electrodos de referencia idénticos. Sin embargo, las pequefias diferencias en
la concentracion del electrolito soporte o el tampén empleados, asi como en la simetria
de las caras de la membrana, generaron una pequeila desviacién del comportamiento
esperado. Al afiadir 2,5 M de HCl en uno de los compartimientos, se observé una variacion
abrupta del potencial de la membrana producto de la diferencia de actividades del ion
hidronio entre las dos soluciones. A medida que disminuy¢ el valor de pH, la variacion
del potencial aument6 debido a la mayor diferencia de actividades entre las soluciones.
La lenta variacion del potencial en cada valor de pH se relacioné con el intercambio de
iones hidronio entre las soluciones y la membrana en busqueda del equilibrio del sistema.
Con valores de pH por debajo de 3, se observo que el potencial tendi a volver a su valor
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Figura 4. Imagenes SEM de la membrana antes de ser usada (a) y después de la extraccion de oro (b)

Figura 5. Potencial de membrana variando el pH una unidad cada 20 minutos con la membrana de
composicion 1

inicial, lo que indica que se genero el transporte de iones hidronio a través de la membrana.
Es importante tener en cuenta el comportamiento que se ilustra en la figura 5, ya que lo
ideal seria trabajar en un intervalo de pH en el que el transporte de iones H" sea minimo,
ya que estos podrian ocupar sitios activos de la membrana. Con valores de pH entre 7y 6
el cambio de potencial fue casi nulo, pero sabiendo que con valores de pH mayores de 5.0
los metales tienden a precipitar, se decidid trabajar con un pH de 4,0.

El principal inconveniente de la sintesis de polimeros con grupos funcionales que
poseen pares electronicos libres en su estructura es la propension a hidrolizarse en medios
acidos, lo que conlleva la pérdida de sitios activos y la consecuente degradacion de las
membranas. No obstante, en este trabajo se encontrd que la membrana era estable en
soluciones de pH desde 7,0 hasta 1,0, lo cual favorece la extraccion de metales con valores
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de pH bajos. Para comprobarlo se prepararon siete soluciones de 25 mL con valores de
pH entre 7,0 y 1,0 ajustados con 2,5 M de HCl y, posteriormente, se sumergi6é en cada
solucion un fragmento de membrana durante 72 horas. A continuacion, los fragmentos
de membrana se extrajeron, se lavaron y se secaron para luego registrar el espectro IR de
cada uno. Los resultados no evidenciaron cambios ni pérdidas de los grupos funcionales en
el intervalo de pH evaluado (Figura 128, https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/
article/view/938/2835).

Evaluacion de la selectividad de la membrana

En la tabla 2 se presentan los valores del porcentaje de extraccion de diferentes iones
metalicos transportados y retenidos en la membrana como indicativo de su selectividad
frente a cada uno de los metales estudiados.

Ademas de oro, solo se detectd cobre en la fase receptora (1,38 %). El cobre también
fue el metal con mayor porcentaje de retencion en la membrana polimérica, con 29,09
%. Este hecho lleva a pensar en la posibilidad de que la configuracion electronica del ion
metalico pudiera tener algun efecto sobre la capacidad de formar complejos con cierta
estabilidad entre el mismo ion y los sitios activos del polimero. Lo anterior se infiere del
hecho de que los iones de oro y cobre pertenecen al mismo grupo de la tabla periodica y
son precisamente los que presentan mayores porcentajes de extraccion. Sin embargo, el
hierro (II) también presenta cierta afinidad con la membrana, con un 13,29 % de adsor-
cion, pero sin transporte hacia la fase receptora. Otros factores que pueden influir en la
selectividad de la membrana son el radio i6nico del metal y el valor de su carga. En este
caso, sin embargo, dada la similitud de los valores de radio i6nico de los diferentes metales
estudiados, la selectividad hacia el oro puede explicarse por el mayor valor de la carga del
ion Au’* con respecto a los iones M?*". Ademas, seglin la teoria del campo de los ligantes,
los iones metalicos pueden formar complejos estables con ntimeros de coordinacién y
formas estructurales definidas. En algunos casos, la flexibilidad de las cadenas poliméri-
cas favoreceria la adopcion de estructuras que faciliten la coordinacién de uno u otro ion
presente en la solucion, lo que también seria un factor con efectos en la selectividad del
polimero sintetizado, aspecto que esta fuera del alcance de este trabajo.

En resumen, los metales que pueden actuar como posibles interferentes frente a la
extraccion de oro son el cobre y el hierro, ya que, a pesar de que el transporte del cobre es
bajo y el del hierro nulo, hay retencién en la membrana polimérica, lo que implica que los
sitios activos se ocupan y disminuye el porcentaje de extraccion de oro.

Por el otro lado, como se observa en la tabla 2, el contenido de plomo, calcio, zinc,
niquel y aluminio permanecid casi inalterable en la soluciéon donadora, por lo cual no
represent6 interferencia para la recuperacion de oro. Para confirmarlo, se hizo un nuevo

Tabla 2. Porcentajes de extraccion de iones metalicos empleando la membrana de composicion 1.
Tiempo de contacto: 72 horas

Metal % Metal en fase donadora Porcentaje de extracciéon
alas72h Transportado Retenido
Cu 69,53 1,38 29,09
Pb 99,58 0 0,42
Ca 99,35 0 0,65
Zn 99,71 0 0,29
Fe 86,71 0 13,29
Ni 99,48 0 0,52
Al 97,94 0 2,06
Au 37,60 47,13 14,21
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experimento en el que se incluyeron en la solucién de metales solamente Au**, Fe*" y Cu**
en concentraciones iguales y se monitoreo6 el porcentaje de extraccion de oro por espec-
trofotometria de absorcion atdmica. Como era de esperarse, el porcentaje de extraccion
de oro disminuy6 de 78 %, logrado en una solucioén con oro Unicamente, a un 62 % en
presencia de los otros dos metales evaluados.

Sin embargo, la presencia de cobre no representa un inconveniente mayor, ya que,
segtin lo reportado por Miller (2002), el prelavado con acido es un método eficiente
para eliminar este tipo de interferencia, ya que la mayoria de los metales es sensible a
algunos 4cidos.

Conclusiones

Se sintetiz6 el nuevo polimero extractante P2,2HACPA con el propdsito de extraer oro
con base en diversos estudios en los que se ha demostrado que los grupos imina, amida y,
en algunos casos los grupos carboxilo e hidroxilo, son adecuados para la extraccion selec-
tiva de oro. La caracterizacion por espectroscopia IR, MS y RMN de los intermediaros y
el producto final demostro la formacion del compuesto.

La obtencioén de un nuevo material extractante de oro a partir de soluciones acuo-
sas es de gran importancia para reemplazar metodologias convencionales poco eficientes
y contaminantes del medio ambiente. Lo resultados demostraron que el nuevo polimero
P2,2HACPA utilizado como agente extractante en membranas poliméricas es selectivo
hacia Au** como complejo [AuCl,] en presencia de otros iones metalicos en una solucion
con un pH de 4,0.

Los resultados evidenciaron que la membrana de composicién 1 con 20 % de P2,
2HACPA y un espesor de 50+5 um gener6 los porcentajes mas altos de extraccion de oro,
con un maximo de 79 % comparado con la concentracion inicial de oro en la solucion
donadora, evidenciandose el transporte de metal a través de la membrana.

Las membranas obtenidas en el presente estudio podrian emplearse en sistemas piloto
de la industria minera para la extraccion en minas de oro no refractario y en la recupera-
cion del metal a partir de chatarra electrénica después de realizar una hidrélisis acida y el
respectivo ajuste del pH de las soluciones obtenidas. La posibilidad de emplear la misma
membrana en varios ciclos disminuye los costos de fabricacion y reduce sustancialmente
los residuos generados.

El porcentaje de extraccion de oro en presencia de otros metales puede disminuir hasta
un 15 %, especialmente por la presencia de cobre, que actia como interferente al ocupar
sitios activos del agente extractante, y por el que P2,2HACPA muestra afinidad, como se
verificd con una extraccion de hasta 29 % de este metal.

Material suplementario

Figura 1S. Preparacion y montaje de las membranas en las celdas. Vea la figura 1S en
https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/938/2824

Figura 28S. Espectro IR del compuesto 1. Vea la figura 2S en https://www.raccefyn.co/
index.php/raccefyn/article/view/938/2825

Figura 38S. Espectro RMN 'H del compuesto 1. Vea la figura 3S en https://www.raccefyn.
co/index.php/raccefyn/article/view/938/2826

Figura 4S. Espectro RMN BC del compuesto 1. Vea la figura 4S en https://www.raccefyn.
co/index.php/raccefyn/article/view/938/2827

Figura 58. Espectro MS del compuesto 1. Vea la figura 5S en https://www.raccefyn.co/
index.php/raccefyn/article/view/938/2828

Figura 6S. Espectro IR del compuesto II. Vea la figura 6S en https://www.raccefyn.co/
index.php/raccefyn/article/view/938/2829

Figura 7S. Espectro MS del compuesto II. Vea la figura 7S en https://www.raccefyn.co/
index.php/raccefyn/article/view/938/2830
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Figura 8S. (-) Espectro IR del producto de polimerizacion; (-) Espectro IR del producto de
polimerizacion después de la hidrélisis acida (compuesto III). Vea la figura 8S en https://
www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/938/2831

Figura 9S. Espectro RMN 'H del compuesto V1. Vea la figura 9S en https://www.raccefyn.
co/index.php/raccefyn/article/view/938/2832

Figura 10S. Espectro RMN '3C del compuesto VI. Vea la figura 10S en https:/www.
raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/938/2833

Figura 118. Espectro MS del compuesto VI. Vea la figura 11S en https://www.raccefyn.
co/index.php/raccefyn/article/view/938/2834

Figura 128. Espectros IR de la membrana 1 sumergida en soluciones de pH 1 y 7. Vea la
figura 12S en https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/938/2835
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Original article

Validation of an analytical method by GC-FID for the
quantification of styrene and a-methylstyrene

Validacion de un método analitico por GC-FID para la
cuantificacion de estireno y a-metilestireno

Brayan David Verdugo-Torres, © Jairo Antonio Cubillo-Lobo,

Hugo Alfonso Rojas Sarmiento

Grupo de Catalisis (GC-UPTC), Escuela de Ciencias Quimicas, Universidad Pedagogica y Tecnologica de
Colombia, Tunja, Colombia

Abstract

Styrene and o-methylstyrene are substrates of great interest in asymmetric catalysis. Although
they have been widely used, known quantification methodologies are restricted to the use of mass
spectrometry detectors and are not validated. In the present work, we developed and validated a
reliable method by gas chromatography with a flame ionization detector (GC-FID) for the analysis
of non-functionalized olefins (styrene and a-methylstyrene) in a liquid matrix using toluene as the
internal standard. We explored validation parameters such as selectivity, linearity, detection limit,
quantification limit, precision, and accuracy. The results showed an adequate separation of each
olefin under the conditions and range of work implemented (6.83x10* mol/L - 4.059x10-* mol/L). The
parameters evaluated are within acceptable values indicating that the validated method is selective,
linear, precise, and accurate. This work represents an effort to develop a highly safe, efficient, and
validated chromatographic method for the quantification of styrene and a-methylstyrene in liquid
matrices for their possible application in the field of resins, plasticizers, and polymers where they
are mainly involved.

Keywords: Validation; Method; Styrene; a-methylstyrene; GC-FID.

Resumen

Estireno y a-metilestireno son sustratos de gran interés en catalisis asimétrica. Aunque han sido
ampliamente usados, las metodologias de cuantificacion conocidas se restringen al uso de detectores
de espectrometria de masas y no se encuentran validadas. En el presente trabajo se desarrollo y valido
un método confiable mediante cromatografia de gases con detector de ionizacion de llama (GC-
FID) para el analisis de olefinas no funcionalizadas (estireno y a-metilestireno) en matrices liquidas
utilizando el tolueno como patron interno. Los parametros de validacion evaluados incluyeron
selectividad, linealidad, limite de deteccion, limite de cuantificacion, precision y exactitud. El
analisis evidencid una separacion adecuada de cada analito de interés bajo las condiciones y el
rango de trabajo implementado (6,83x10* mol/L — 4,059x10 mol/L). Los parametros evaluados
registraron valores dentro de los rangos de aceptacion, lo que confirm6 que el método validado es
selectivo, lineal, preciso y exacto. Este trabajo representa un esfuerzo por desarrollar un método
cromatografico validado seguro y eficiente para la cuantificacion de estireno y a-metilestireno en
matrices liquidas, y su posible aplicacion en el campo de las resinas, plastificantes y polimeros.

Palabras clave: Validacion; Método; Estireno; a-metilestireno; GC-FID.

Introduction

Within asymmetric catalysis, styrene and a-methylstyrene are found as substrates of
great interest since their enantiomeric epoxides have highly desirable properties due to
their reactive versatility for which they are involved in the synthesis of medicines and
agrochemicals (Wong & Shi, 2008; Xia, ef al.,, 2005). Although these substrates have
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been widely used (Huang, et al., 2019; Tang, et al., 2008) the chromatographic methods
for the quantification of styrene and a-methylstyrene in this type of reaction have not been
validated (Berijani, et al., 2019; Hadian & Hosseini, 2016) and, therefore, the results
have not been supported. In this context, the objective of the present study was to report
the results of the validation of a chromatographic method for the quantification of these
olefins in samples and/or enantioselective epoxidation tests. The method we describe
here for styrene has comparable results with those reported in other areas (Gennari, e?
al., 2012) as regards the limits of detection (LOD) and quantification (LOQ) and it is
the only validated method of GC-FID quantification of a-methylstyrene. Additionally,
the method also works with an FID detector, which was not the case with a previously
reported MS detector (Bubenikova, et al., 2019; Even, et al., 2019; Hwang, et al.,
2019), and it allows simultaneous quantification of the two substrates thus expanding the
possible fields of application.

Materials and methods
Materials

We developed and verified the method using commercial samples of styrene and
a-methylstyrene (Sigma-Aldrich, St. Louis, United States) and toluene (Merck, Darmstadt,
Germany). We separated the analytes on a chiral capillary column (B-DEX, Sigma-Aldrich,
St. Louis, United States) of 30 m in length, 0.25 mm of internal diameter, and a 0.25 pum
film thickness, located on a Varian-CP 3800 gas chromatograph (Palo Alto, United States)
with a flame ionization detector (FID). The method was developed under the following
conditions: injector temperature, 280°C; split ratio, 1/100; injection volume, 0.2 uL; oven
heating program, 50°C for 1 min at 2°C/min, 80°C for 2 min at 10°C/min, and 200°C for
12 min; FID detector temperature, 280°C. We used helium as the carrier gas at a flow and
head pressure of 30 ml/min and 33 psi and the analysis time was 30 min.

We estimated the areas under the curve using the Interactive Graphics software of the
Varian MS Workstation version 6.6%.

Verification of the chromatographic method

To verify the chromatographic method we validated the quality parameters of selectivity,
linearity, LOD, LOQ, precision, and accuracy. Following the steps of a typical experiment,
we added 2 ml of dichloromethane to the amount required according to the calibration
curve under evaluation (3.3 - 19.6 pl styrene and 3.7 - 22.1 pl a-methylstyrene); then we
diluted an aliquot of 100 pl in 2 ml with the same solvent, and, finally, we added 15 pl
of toluene as the internal standard. We injected the resulting sample under the conditions
previously mentioned (Table 1) and we collected the chromatographic area and elution
time data.

Selectivity. Selectivity refers to the ability of the method to measure and/or identify

Table 1. Linearity values of the chromatographic method

Styrene a-Methylstyrene
Equation y=2.1002x - 0.011 y=1.521x + 0.0023
Slope 2.100 1.521
Intercept -0.011 0.0023
Correlation coefficient (r) 0.9903 0.9940
Determination coefficient (r?) 0.9807 0.9881
G,, <G, 0.34<0.68 0.96x107 < 0.68
tp ™ b 25.70>2.16 32.39>2.16
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simultaneously or separately the analytes of interest (Aguirre, et al., 2001; Nageswara,
2018). Using the selectivity factor a as in Ec. 1, we determined if the compounds evaluated
were chemically distinct under the proposed method:

tB - t,

(LB ), )
where 1,4 and ¢.B are the retention times of styrene and a-methylstyrene, respectively, and
t,, is the dead time of the analysis.

Linearity. The linearity defines the ability of a method to obtain test results propor-
tional to the analyte concentration in a sample (UNODC, 2009). In gas chromatography,
the calibration with an internal standard is very often used (Poole, 2012). Here we deter-
mined the linearity of the method by constructing a calibration curve with five levels
of concentration of the commercial sample injected in triplicate. As acceptance criteria,
we used various parameters of linear regression: A correlation coefficient (r) > 0.99, a
determination coefficient (?) > 0.98, a slope significantly different from 0 (t,,>t,),anda
Cochran test (Gexp <G,,) as proof of the homogeneity of variances.

Limits of detection and quantification. The LOD of an analytical procedure is defined
as the lowest detectable amount of analyte in a sample, that may not necessarily be
quantifiable as an exact value (ICH, 2005; Gabhe, 2015). On the other hand, the LOQ is
the lowest amount of analyte in a sample that can be quantitatively determined with the
appropriate precision and accuracy (ICH, 2005; Gabhe, 2015). According to the ICH and
ITUPAC guidelines, the detection limit can be determined from the standard deviation of the
replicated blank measurements and the slope of the calibration curve. However, when it is
difficult to determine them due to instrumental noise, they can be calculated from enriched
samples with a concentration close to zero.

We calculated LOD (X)) and LOQ (X)) using Ec. 2, 3, and 4 (Poole, 2012), where b, is
the slope of the calibration curve, o,, is the standard deviation of the concentration sample
closeto 0,and k, k,y k are statistics constants that depend on the level of significance (a)
and the degrees of freedom (g/=n-1). In this case, = 0.05 y g/ =9, so that k, = k, = 1.83,

y k,=10. -
d* Op;
x=(=5") )
Ka=ke +hk, (3)
ky * oy
x= (=57 @.

Precision. The precision of an analytical method represents the proximity between the
series of measurements obtained from the same sample under the prescribed conditions
(FDA, 2001). Repeatability is the estimated precision in the most optimal operating
conditions: The same laboratory, the same analyst, the same instrument, and a short time
interval. To assess the precision of the method, we injected each level of the calibration
curve three times. We determined the experimental relative standard deviation (RSDexp)
and we compared the value obtained to that of the standard deviation (RSD_ ) in Horwitz's
equation (Ec. 5).

RSD.,=2"'"%og C (5),
where C is the concentration of compound expressed as a dimensionless mass fraction at
each level of the calibration curve. The precision is considered acceptable when the RSD_
is less than 0.67*RSD_, (Zuas, et al., 2016). We used a Cochran test, where the calculated
statistic should be less than the tabulated one, to determine if the concentration had an
effect on precision.

Accuracy. Accuracy is the proximity between the average value of a number of test
results and the accepted reference value (Poole, 2012). We evaluated this parameter
through the percentage of recovery or bias (Ec 6).

Bias (%) = (6),
where ¥ is the average of the experimental concéntratlons of three injections for each level
of the calibration curve found through the equation and x, is the real concentration used.
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Commonly accepted values are between 100+20% ( FDA, 2001, Gomes, et al., 2010).

Results and discussion

Selectivity

Given the retention times of 5.47 min for styrene (A) and 9.38 min for a-methylstyrene
(B) and a dead time of 1.02 min, the selectivity factor of B with respect to A equaled
1.87 indicating that under the working conditions the chromatographic method exhibited
selectivity towards the two compounds.

Linearity

The results presented in figure 1A and B and in table 1 indicated that the method was
linear for both substrates in the concentration range evaluated since we obtained correlation
coefficients (r) over 0.99 and determination coefficients (r*) over 0.98. On the other hand,
t >t and Gexp <G, evidenced that the slope was significantly different from 0 and that

exp ‘tab K i ) A
the concentration had no effect on the linearity of the method, respectively.

Limits of detection and quantification

In table 2 we summarize the values of LOD and LOQ found for both styrene and
a-methylstyrene. These results showed that the chromatographic method had remarkably
low values for the quantification of these substrates.

Precision

The results shown in table 3 indicated that the analytical method met the accepted criteria
of repeatability since at all the concentration levels evaluated the RSD_ was less than
0.67*RSD . In its turn, the concentration variable had no effect on the precision since
Gcal < Gtab.

Accuracy
Y R 010 [B
0,10 [ o C A
C g 0,08 [
0,08 [ = C A
= B <0,06 [
< 0,06 | 5 @ C A
M C i 2 0.04 B e
< 0,04 | A fﬂ b o
C 74 e
002 [ , 002 .
0’00-||||||||||||||||| 0,00-|||||||||| T T T N T T |
0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06
(EV[T] [AMEJ/[T]
Figure 1. Calibration curves: A. styrene and B. a-methylstyrene
Table 2. LOD and LOQ valued of the chromatographic method
Concentration Absolute standard Slope of the LOD (mol/L) LOQ (mol/L)
(mol/L) (107) deviation (mol/L) (107) calibration curve (*) (107) (ng/ml)e (107) (ng/ml)e
8,83 26,80
Styrene 49,31 5,63 2,10 (0,09) (0,28
3,12 9,47
a-Methylstyrene 43,84 1,44 1,52 (0,04)e 0,11y

* Area/concentration
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Table 3. Precision of the chromatographic method

Concentration (mol/L)(10)

Statistics 0.683 1.346 2.029 3.396 4.059
X+S  (0.62+ 0.014)x10° (1.16%0.026)x10° (1.76 +0.043)x10* (3.35 = 0.076)x10° (3.66 + 0.004)x10°
s 1.95x10° 1.70x10° 1.96x10° 2.25x10° 0.52x10°
Styrene RSD., 2.32 2.27 2.42 2.28 0.11
RSD., 8.41 7.60 7.14 6.61 6.43
0.67*RSD.,; 5.64 5.09 4.78 443 431
Gexp < Gu (0.05:5:3) 0.28 < 0.68
Statistics 0.681 1362 2.029 3.388 4.069
XS (0.58 +0.009)x10° (1.37 £0.007)x10° (231 +£0.013)x10° (3.26 + 0.028)x10° (4.02 = 0.014)x10°
s 4.25x10* 0.58x10* 0.97x10* 1.61x10* 0.26x10*
a-Methylstyrene ~ RSD_ 1.60 0.49 0.56 0.86 0.33
RSD_, 8.26 7.44 7.01 6.49 6.31
0.67*RSD_, 5.53 4.98 4.69 434 423

G,,<G,, (0.05;5;3) 0.55<0.68

cal —

*X: Average, S: Standard deviation, S* Variance

Table 4. Accuracy of the chromatographic method

Real concentration Experimental concentration Bias (%)
(mol/L)(10%) (mol/L)(103) (X £ S) X£S)
Styrene 0.68 0.62+0.143 90,35 £2.10
1.35 1.16 £ 0.026 86,58 £ 1.96
2.03 1.76 £ 0.043 87,00 +2.11
3.40 3.35+0.077 98,74 £2.25
4.06 3.66 = 0.004 90,27 £0.10
o-Methylstyrene 0.68 0.58 +0.092 84,51 £1.35
1.36 1.37 £ 0.007 100,60 = 0.50
2.03 2.31+0.013 113,84 £ 0.64
3.39 3.26+0.028 96,26 + 0.83
4.07 4.02+0.013 98,95 +0.33
42 ;A U 4,2 B s
361 . — Ff) 3,6 [
J30[ 53,0 =
s8] o > C
Q24 i 2 2,4 I —
[} C = C
51.8[ b= 5 1.8 [
212 e F 2] &
C = 06 F
06[ I 206[ =
0,6 1,2 1,8 24 3,0 3,6 42 0,6 1,2 1,8 24 3,0 3,6 42
Styrene R.C. alpha-Methylstyrene R.C.

Figure 2. A-B. Accuracy of the method developed: A. Styrene, B. a-methylstyrene. *E.C.: Experi-
mental concentration, R.C: Real concentration
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As shown in table 4 and figure 2 A-B, the bias values or recovery percentage at all concen-
tration levels for the two olefins used were within the acceptable values for this parameter
(100+20%), which means the method was accurate throughout the range of work.

Conclusions

The chromatographic method developed for the quantification of styrene and a-methyl-
styrene had acceptable results for each validation parameter and providing sufficient
evidence to assert that it is a reliable, selective, linear, precise, and accurate method in
the concentration ranges evaluated. The method and the enantioselective epoxidation
reactions can be used for the analysis of samples containing either of the two substrates
in plasticizers, resins, or polymers that commonly involve them.
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Rapid electrochemical detection of Staphylococcus aureus
based on screen-printed gold electrodes modified with
cysteine and Guinea grass (Panicum maximum) peroxidase

Método electroquimico para la deteccion rapida de
Staphylococcus aureus en cultivos por electrodos
serigrafiados de oro modificados con cisteina y peroxidasa
de pasto Guinea (Panicum maximum)

John J. Castillo”

Paula Guarin, Jonatan Cristancho,

Grupo de Investigacion en Bioquimica y Microbiologia GIBIM, Universidad Industrial de Santander,
Bucaramanga, Colombia

Abstract

‘We present a novel electrochemical method for a rapid analytical detection of Staphylococcus aureus
in culture and spiked milk samples through hydrogen peroxide (H,0,) consumption on a screen-
printed gold electrode (SPGE) modified with cysteine and peroxidase from Guinea grass leaves (GGP).
This peroxidase (POD) had a specific activity of 470 U mg' and it was immobilized on an SPGE
surface previously modified with cysteine. Cyclic voltammograms of gold electrodes modified with
peroxidase and cysteine in the presence of potassium ferrocyanide as a redox probe demonstrated an
increase of approximately 5% in the current compared to the bare gold electrode. The SPGE modified
electrode exhibited a good electrocatalytic response towards H,0, reduction. We added a constant
H,O, concentration of 1x10° M to the culture medium and measured the decrease in the H,O, current
at -780 mV consumed by catalase from S. aureus. Our modified electrode proved to sense S. aureus
in a range concentration between 3x10? and 3x10® CFU/mL" with a detection limit of 102 CFU/mL",
detection time of about ~20 min, and a sensitivity of 0.020 mA CFU".

Keywords: Guinea grass peroxidase; Staphylococcus aureus; Electrochemical detection; Screen-
printed electrodes.

Resumen

Se desarrolld un novedoso método electroquimico para la deteccion rapida y analitica de
Staphylococcus aureus en cultivos y muestras de leche enriquecidas con peroxido de hidrogeno
(H,0,) mediante el consumo de péroxido por electrodos serigrafiados de oro (ESO) modificados
con cisteina y peroxidasa de pasto Guinea (PPG). La peroxidasa de las hojas del pasto Guinea, con
una actividad especifica de 470 U mg’!, se inmovilizé sobre la superficie de los ESO previamente
modificada con cisteina. Los voltamperogramas ciclicos de los ESO modificados con PPG y cisteina
en presencia de ferrocianuro de potasio como sonda redox exhibieron un incremento en la corriente
de aproximadamente 5 % comparado con el electrodo sin modificar. E1 ESO modificado mostrd
una buena respuesta electrocatalitica en la reduccion de H,O,. El medio de cultivo en presencia de
1x107 M de H202 registré una disminucion en la corriente por la catalasa presente en S. aureus a un
potencial de -780 mV. El ESO modificado pudo detectar S. aureus en un rango de concentraciones
entre 3x10% and 3x10® UFC mL"! con un limite de deteccion de 102 ufc mL-!, un tiempo de deteccion
de ~20 min y una sensibilidad de 0,020 mA UFC-..

Palabras clave: Peroxidasa de pasto Guinea; Staphylococcus aureus; Deteccion electroquimica;
Electrodos serigrafiados.
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Introduction

The growth of the world population and the increase of mega-farming to meet nutritional
needs have contributed to the spread of bacterial infectious diseases worldwide (Lazcka,
et al, 2007; Yue, et al,, 2016; Muraoka, et al, 2011). Every year, millions of people
are infected with pathogenic bacteria after consuming food contaminated, mainly with
Staphylococcus aureus, a Gram-positive bacterium that causes skin infections (including
abscesses), gastroenteritis, and food poisoning (Velusamy, et al., 2010; Liu, et al., 2017).
In this context, the detection of bacterial pathogens is crucial in the fields of medicine, food
safety, and public health, among others (Amiri, et al., 2018).

Several methods have been described to detect bacterial pathogens including routine
bacterial agar plate culture, polymerase chain reactions (PCR), enzyme-linked immuno-
sorbent assay (ELISA), and molecular biology protocols based on nucleic acids (Xu, et al.,
2012; Escamilla-Gémez, et al., 2007). Although the effectiveness and robustness of these
methods are not under discussion, most of them are costly, complex, time-consuming, and
have low sensitivity. Therefore, it is very important to develop innovative strategies to
improve their performance.

Electrochemical sensors are powerful analytical tools that play a key role in the detec-
tion of environmental and biomedical analytes when combined with enzymes as biorecog-
nition elements due to their simplicity, in situ real time analysis, rapidity, and convenience
(Gao, et al., 2007). Enzymatic biosensors based on horseradish peroxidase (HRP) has
received much attention in the last two decades for their high specificity towards hydrogen
peroxide (Chen, et al., 2006). However, this type of peroxidase (POD) is potentially
inactivated at high H,O, concentrations, which limits its bioelectrocatalytic activity.
Therefore, the search for new alternative sources of POD with improved biocatalytic
properties is a challenge for biotechnological applications. Recently, a novel POD from
Guinea grass (Panicum maximum) (GGP) was isolated and biochemically characterized
(Centeno, et al., 2017). GGP was integrated with zinc nanoparticles in screen-printed
platinum electrodes to detect H,0,, a molecule of environmental and biological significance
that can be used as a biomarker in cellular apoptosis processes (Uribe, ef al, 2019). In
another study, GGP was integrated on the surface of screen-printed carbon nanotubes
electrodes for triclosan detection showing an electrocatalytic activity of 370 mV at a redox
potential and a linear response between 20 mM to 80 mM (Orduz, et al., 2019).

Several researchers have developed novel electrochemical biosensors for measuring
bacterial populations based on common electrochemical methods such as voltammetry,
amperometry/potentiometry, and impedance spectroscopy. For example, Pérez, et al.
(2001) developed an amperometric culture-based method using 4-aminophenyl-B-D-
galactopyranoside hydrolysis on an electroactive compound (4-aminophenol) for the
rapid detection of viable Escherichia coli in water. Using a similar approach, Nistor,
et al. (2002) fabricated a cellobiose dehydrogenase sensor to test E. coli cell viability.
Alexandre, et al. (2018) achieved the rapid determination of Salmonella typhimurium in
milk samples with a low limit detection (10 CFU/mL"!) using a specific biosensor developed
from modified gold screen-printed electrodes. An electrochemical method using cyclic
voltammetry successfully detected polyaniline-labeled E. coli O157:H7 with 7 CFU/mL
(Setterington, et al. 2011) while real-time monitoring of bacterial contamination was done
with a piezoelectric microelectrode array system exhibiting a detection limit of 102 CFU/
mL"! and analysis time of 5 h. (Ren, et al, 2014). On the other hand, researchers have
used impedimetric detection methods to measure impedance changes of small amplitude
with a sinusoidal voltage signal as a frequency function while an anti-£ coli antibody was
immobilized on a gold electrode exhibiting a linear relationship between the electron-
transfer resistance and E. coli concentration logarithmic values in the range of 3x103-3x10’
CFU/mL"! (Wang, et al., 2012). Other teams have used a microfluidic inmmunosensor
based on nanoporous membranes to detect S. aureus through the blocking of the electrolyte
current and monitored the change by impedance spectroscopy (Tan, et al., 2011).
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These electrochemical techniques take advantage of the electroactive molecules
excreted or taken by microorganisms to measure the concentration of different bacterial
populations indirectly. S. aureus produces different toxins and enzymes which are virulent
factors and possess many defense mechanisms based on enzymes such as catalases, which
facilitate cell detoxification by neutralizing the bactericidal effects of H,O, (HIS, et al,
2014). Catalase has been useful to differentiate between staphylococci and streptococci
and, besides, it promotes the conversion of hydrogen peroxide to water and molecular
oxygen. By using the S. aureus catalase it is possible to detect hydrogen peroxide and,
thus, measure its consumption to determine the concentration of bacterial populations.
Interestingly, this mechanism has been used for the rapid electrochemical quantification
of Staphylococcus aureus through the indirect consumption of H,O, by catalase in sample
foods using platinum electrodes (Majumdar, et al., 2013). Despite all the advantages
of platinum electrodes, there are still limitations that require novel strategies like the
incorporation of PODs, enzymes that require H,0, to carry out their biocatalytic functions,
on the surface electrode to improve their performance.

The aim of the present study was the electrochemical detection of S. aureus through
the monitoring of H,O, consumption by the S. aureus catalase using screen-printed
gold electrodes (SPGE) modified with cysteine and peroxidase from Guinea grass
(Panicum maximum).

Experimental
Materials and chemicals

Screen-printed gold electrodes (SPGE, 220AT) were provided by DropSens (Oviedo,
Spain). They are composed of a gold surface (working electrode, 4 mm of diameter), a
silver pseudo-reference electrode, and a carbon electrode as an auxiliary electrode. All
chemicals and culture media used in this study were commercially purchased from Sigma-
Aldrich Corp. and Merck.

Extraction and partial purification of Guinea grass peroxidase

POD was partially purified from Guinea grass leaves as described by Rodriguez, ef al.
(2002). Briefly, leaves were triturated and homogenized with constant stirring in 30 mM
phosphate buffer, pH 8.0 for 1 h at 25°C. The homogenate was filtered and centrifuged
(7000 rpm, 15 min) and the solid was discarded. Then, the polyphenolic compounds were
extracted by using a two-phase system containing 14% (w/v) poly (ethylene glycol) and
15% (w/v) (NH,),SO,. The aqueous phase was applied directly to a Sephadex G-75 column
(1.5 x 35cm) previously equilibrated with TRIS buffer ImM, pH 8.0. Finally, the fractions
containing the POD were concentrated by ultracentrifugation (7000 rpm for 25 min at
4°C) with Amicon membranes (10,000 kDa), and the activity was measured by UV-vis
spectrophotometry following the oxidation of guaiacol 10 mM (g, = 5200 M cm™) in the
presence of H,O, 4 mM and 10 pL of the enzyme. Protein concentration was measured
with the Bradford assay (Bradford, ef al., 1976).

Preparation of the bacterial culture

We cultured a pre-inoculum of S. aureus ATCC 29213 and E. coli ATCC 25922 in Luria-
Bertani (LB) and MRSA in Miiller-Hinton (MH) agar at 37°C and 200 rpm during 12 h.
Then, the culture of each strain was set at 0.5 with the MacFarland scale (108 CFU/mL™")
The bacteria were centrifuged at 6000 rpm for 5 min to remove the supernatant and then
washed with PBS three times. Finally, bacterial culture was serially diluted in a range
between 3x102 and 3x10® CFU/mL"..

Modification of screen-printed gold electrodes

Before immobilizing the cysteine and the GGP, gold electrodes were carefully cleaned
with a mild version of a piranha solution (50 mM H,SO, / 25% H,0,) for 10 min and
rinsed with milli-Q water. For the SPGE modification, a self-assembly monolayer of
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cysteine was formed on the surface of bare gold electrodes by soaking them in 1 mM
cysteine solution for 10 min at room temperature (this electrode was denoted as SPGE-
cys). Then, these SPGE-cys were gently rinsed with PBS buffer 10 mM pH 7.0 to remove
free GGP and cysteine. To modify SPGE-cys with GGP, 4 uL of homogeneous EDC
solution (25 mM) were mixed with 6 pL of GGP and magnetically stirred for 1 h. The
conjugation reaction was carried out in the presence of sulfo-NHS to avoid competing
reactions (Castillo, et al., 2014). Then the GGP activated with EDC was further dropped
on top of the electrode surface. After 4 h of incubation at 4°C, the modified electrode
was washed with phosphate buffer 10 mM pH 7.0 to eliminate EDC and GGP. Figure 1
shows a schematic representation of the SPGE modification with cysteine and GGP and
the principle of S. Aureus detection.

Electrochemical studies

Electro-analytical measurements were done with an Autolab PGSTAT101 (Echo Chemie,
Utrecht) controlled by the NOVA 1.10.1.9 software (Metrohm, Filderstand). All the
experiments were carried out at room temperature; before each cyclic voltammetry (CV)
experiment, the solution was degasified with pure N, and magnetically stirred for 30 s,
then, ascorbic acid (oxygen scavenger) at 0.05 mM was added to the cell measurement.

CVs were used to study the electrocatalytic activity of GGP towards H,O, reduction
and to evaluate the electron transfer process by using potassium ferrocyanide ((Fe(CN),)*"*
10 mM and KCI1 100 mM contained in a PBS solution 10 mM (pH 7.0) as a redox probe;
they were carried out at a scan rate of 100 mV/s.

Electrochemical sensing of H,0, consumption by Staphylococcus aureus in pure culture
and milk samples

The SPGE-cys-GGP electrodes were immersed in each of the S. aureus solutions in the
presence of 1mM of H,O,. Then, the electrode was left for 3 minutes to evaluate the
response at the rapid growth phase of bacteria. CVs at a range potential between 800 and
-800 mV were measured for each concentration of the bacteria.

Considering the pathogenicity of S. aureus in contaminated food samples, we analyzed
milk samples pre-inoculated with the bacteria (3x10* CFU/mL") as real samples to evaluate
the performance of the SPGE-cys-GGP electrode.

Figure 1. Schematic representation of gold modified electrode with GGP and cysteine and electrochemical principle of detection of S.
aureus. (A) Gold screen printed electrode modified with cysteine and GGP; (B) Cyclic voltammograms of the detection of H,0, 1 mM in
presence (red line) and in absence of S. aureus (blue line).
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Results and discussion

Partial purification of Guinea grass peroxidase

GGP is an anionic peroxidase with a molecular weight of 35 KDa; like many other PODs
from plants it has a high concentration of coloured compounds that were removed by using
the two-phase system PEG-ammonium sulfate.

As shown in table 1, after eliminating the pigments, GGP specific activity was 217.7
U mg'. An additional increase in the purification factor was observed after exclusion
chromatography and ultrafiltration with a specific activity of 351,7 and 470,8 U mg’,
respectively, which agrees with previous results by Centeno, et al. (2017).

Electrochemical characterization of screen-printed gold modified and unmodified electrodes

The electrochemical response of SPGE to ferrocyanide (Fe(CN),)*/ferricyanide (Fe(CN),)?
redox probe system was established to monitor the barrier created after each modifica-
tion step on the surface electrode. Figure 2A shows the ferro/ferricyanide couple CVs for
the modified and unmodified gold electrodes. The CVs of the unmodified and modified
electrodes with cysteine and cysteine-GGP, respectively, evidenced well-defined redox
signals (AEp: 111 mV, AEp: 108 mV, and AEp: 74 mV for SPGE, SPGE-cys, and SPGE-
cys-GGP, respectively), which reflects a quasi-reversible behavior controlled by the
diffusion of the electroactive species moving to the electrode surface. The peroxidase-
SPGE-modified electrode improved the transfer between GGP and the electrode compared
to the bare gold electrode.

Table 1. Stages in the partial purification of GGP

Stage Volume Protein Total activity Specific activity Yield Purification
(mL)  (mg) (V)] (U mg™) (") fold

Leaves extraction 199 35 36930 185 100 1

Removing of pigments 119 14 25911 217 70 1,8

Exclusion 68 6 23916 351 64 3,8

chromatography

Ultrafiltration 42 2 19773 470 53 9,3

Figure 2. (A) CVs of bare SPGE (pink), SPGE-cys (blue) and SPGE-cys-GGP (green) in the presence of 10 mM K,Fe(CN), containing 0.1 M
KCl, scan rate 50 mV s, (B) CVs of unmodified SPGE (blue) and SPGE-cys-GGP (wine) in the presence of ImM H.O,, scan rate 50 mV s\,

272
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Bioelectrocatalytic reduction of H,0, by modified and unmodified electrodes

To evaluate the reduction of H,0, by GGP, we measured CVs in the presence and in the
absence of H,0, ImM for bare SPGE electrodes and those modified with peroxidase. There
was no appreciable change in the current reduction peak for the bare gold electrode and,
as expected, when GGP sensed H,O, we observed a decrease in the reduction peak around
-457 mV (Figure 2B) thus demonstrating the role of PODs as an efficient biocatalyst.
Most of the electrochemical biosensors based on plant peroxidases have shown similar
potential for bioelectrocatalytic reduction of H,O, (Gao, et al., 2007; Castillo, et al., 2006;
Villamizar, et al., 2016). These results suggest that the electrocatalytic reduction of H,O,
by SPGE-cys-GGP has potential utility for monitoring the decrease in hydrogen peroxide
concentration to detect catalase-positive bacteria.

Detection of Staphylococcus aureus by screen-printed gold electrode modified with
cysteine and Guinea grass peroxidase

Staphylococcus aureus is a Gram-positive catalase-producing bacterium, an enzyme that
allows the bacteria to better resist intra- and extra-cellular death by hydrogen peroxide.
On the other hand, GGP needs hydrogen peroxide to oxide its typical substrates; therefore,
these two features determine the sensing principle of the hydrogen peroxide consumed by
the GGP in the absence or in the presence of S. aureus. This sensing principle was also used
by Majumdar, ef al. (2013) to detect S. aureus using platinum electrodes.

To evaluate the response of the SPGE-cys-GGP electrode we studied it in S. aureus
concentrations ranging between 3x102-3x10® CFU/mL"! (Figure 1S, https://www.raccefyn.
co/index.php/raccefyn/article/view/1019/2836).

CVs (Figure 3A) were analysed around -780 mV for the quantitative determination of
S. aureus. As shown in figure 3B, the reduction current of H,0, decreased while S. aureus
concentration increased due to the consumption of the H,O, by the catalase present in the
bacteria. A linear relationship existed between the reduction of the H,O, current and the S.
aureus concentration logarithm. The linear fit obtained was I(mA) = 2,83x10 (UFC/mL"")
-0,02091, with a 0,9816 correlation coefficient. The SPGE-modified electrode exhibited a
wide linear range (10*to 108 CFU/mL™"), a sensitivity of 0.020 mA CFU", and a detection
limit of 10> CFU/mL"..

Figure 3. (A) Cyclic voltammetry response of SPGE-cys-GGP in 1 mM H,0, in the presence of S. aureus 3x10® cfu mL" (dash line) and in
the absence (solid line), scan rate 50 mV s™', (B) Reduction current response of H,O, 1 mM by SPGE-cys-GGP at different concentrations of

S. aureus, -780 mV potential.
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To evaluate the ability of our sensor to differentiate between Gram-positive and
Gram-negative bacteria, we followed the same procedure as with S. aureus but with E.
coli, a Gram-negative, facultatively anaerobic, rod-shaped, and catalase-negative bacteria
that we used as a negative control (Figure 4). It is worth mentioning that there are other
types of catalase-positive bacteria that can affect the selectivity of the sensor, as well
as other types of interferences (Han, et al., 2019; Xu, et al., 2018). The purpose of this
experiment was to evaluate the ability of the sensor to differentiate the electrochemical
response of S. aureus from E coli.

The electrocatalytic current of H,O, by the GGP on a gold electrode in PBS and E.
coli 10* CFU/mL"' remained almost unaffected but exhibited notable differences compared
with S. aureus at the same concentration. The data indicated a cathodic current (Ic) value
of nearly 73 pA for S. aureus, whereas PBS and E. coli exhibited an Ic of 90 and 91 pA,
respectively (Figure 3A).

Additionally, the mean detection time using our modified gold electrode was about 20
min, shorter than routine microbiological methods (48 h). These results indicated that the
modified gold electrode we developed had a rapid electrochemical response. Table 2 com-
pares the analytical performance in previous reports and the results obtained in this study.

Figure 4. CV response of SPGE-cys-GGP in PBS + H,0, 1 mM and in the presence of E. coli culture
+ H,0, I mM; inset: comparison of H,O, reduction current by SPGE-cys-GGP in PBS, E. coli, and
S. aureus, 3x10* CFU/mL"!

Table 2. Comparison of electrochemical methods for sensing bacterial populations

Electrochemical Bacteria Electrode Detection range  Detection Reference

technique (CFU/mL?Y) time (min)

Amperometry Salmonella Screen-printed gold electrode 1x10'-1x10° 125 (Alexandre, et al., 2018)

DPV Staphylococcus aureus ~ Mesoporous hollow carbon 0.125x10%2.5x10? - (Niu, et al, 2018)
paste electrode

Impedimetry Staphylococcus aureus Glassy carbon electrode 1x10'-1x10¢ 60 (Wei, et al., 2014)

Amperometry Salmonella Glassy carbon electrode 1x10'-1x10° 50 (Liebana, et al., 2009)

EIS Staphylococcus aureus Gold nanoparticles 1.2x10'-1.2x108 30 (Shahrokhian, et al., 2018)

Amperometry Escherichia coli Screen-printed carbon electrode 1x10%-1x10’ - (Lin, et al., 2008)

CV Staphylococcus aureus ~ Screen-printed gold electrode 1x10'-1x108 20 This work

DPV: Differential Pulse Voltammetry; EIS: Electrochemical Impedance Spectroscopy; CV: Cyclic Voltammetry
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Figure 5. CVs of milk samples in the absence (orange) and in the presence (blue) of S. aureus 3x10*
CFU/mL"; inset: comparison of the reduction current of H,O, by SPGE-cys-GGP in milk samples

To test the ability of our SPGE-cys-GGP electrode in real samples, we used a brand of
commercial milk from a local store. The milk sample was previously spiked with H O, 1
mM and S. aureus at a concentration of 10* CFU/mL! and we registered the electrocatalytic
reduction current of H,O, by GGP. A milk sample with no S. aureus was used as a control.

As is shown in figure 5B, the reduction current for H O, registered a value of 30 pA
while in the milk sample with S. aureus it was 21 pA indicating that the GGP-SPGE-
modified electrode was suitable for sensing S. aureus in real food samples.

Conclusions

A sensitive and rapid electrochemical method for the detection of S. aureus was successfully
developed. The modification of the gold bare electrode with a cysteine layer and guinea
Grass peroxidase increased the electron transfer and the electrochemical signal allowing
direct detection of S. aureus in pure culture and milk simples without any pre-enrichment
method with short times to obtain an electrochemical response. These features make the
SPGE-cys-GGP electrode a promising bioanalytical tool for rapid and easy detection of S.
aureus in food samples.

Supplementary information
Figure 18. Cyclic voltammetry response of SPGE-cys-GGP different concentrations of S.

aureus in 1 mM H,O,, scan rate 50 mV s°1. See the figure 1S en https://www.raccefyn.co/

index.php/raccefyn/article/view/1019/2836

Acknowledgements

We are grateful to Universidad Industrial de Santander for the financial support provided
to Project 5762.

Authors contribution

PG developed the assay and recorded and treated most data; JC developed the bacteria
assays; JJCL designed and supervised the project and wrote the main text with PG and JC.
The manuscript was discussed and corrected by all co-authors.

842


https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/1019/2836
https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/1019/2836

Rev. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat. 44(172):835-844, julio-septiembre de 2020 Rapid electrochemical detection of Staphylococcus aureus

doi: https://doi.org/10.18257/raccefyn. 1019

Conflicts of interest

The authors declare that they have no conflicts of interest.

References

Alexandre, D.L, Melo, A.A, Furtado, R.F, Borges, M.F, Figueiredo, E.A, Biswas, A, Cheng,
H.N, Alves, C. (2018). A rapid and specific biosensor for Salmonella typhimurium detection
in milk. Food and Biop Techn. 11: 748-756.

Amiri, M., Bezaatpour, A., Jafari, H., Boukherroub, R., Szunerits, S. (2018). Electrochemical
methodologies for the detection of pathogens. ACS Sensors. 6: 1059-1086.

Bradford, M.M. (1976). A Rapid and Sensitive Method for the Quantitation Microgram Quantities
of Protein Utilizing the Principle of Protein-Dye Binding. 254: 248-254.

Castillo, J., Ferapontova, E., Hushpulian, D., Tasca, F., Tishkov, V., Chubar, Gorton, L. (2006).
Direct electrochemistry and bioelectrocatalysis of H202 reduction of recombinant tobacco
peroxidase on graphite. Effect of peroxidase single-point mutation on Ca**-modulated
catalytic activity. J Electroanal Chem. 588: 112-121.

Castillo, J. J., Rindzevicius, T., Wu, K., Schmidt, M. S., Janik, K. A., Boisen, A., Castillo-Leon,
J. (2014). Synthesis and characterization of covalent diphenylalanine nanotube-folic acid
conjugates. J Nanop Res. 16: 2524-2532.

Centeno, D. A., Solano, X. H., Castillo, J. J. (2017). A new peroxidase from leaves of Guinea
grass (Panicum maximum): A potential biocatalyst to build amperometric biosensors.
Bioelectrochemistry. 116: 33-38.

Chen, S., Yuan, R., Chai, Y., Xu, L., Wang, N., Li, X., Zhang, L. (2006). Amperometric hydrogen
peroxide biosensor based on the immobilization of horseradish peroxidase (HRP) on the layer-
by-layer assembly films of gold colloidal nanoparticles and toluidine blue. Electroanalysis.
18: 471-477.

Escamilla-Gémez, V., Campuzano, S., Pedrero, M., Pingarrén, J. M. (2007). Development of
an amperometric immunosensor for the quantification of Staphylococcus aureus using self-
assembled monolayer-modified electrodes as immobilization platforms. Electroanalysis. 19:
1476-1482.

Gao, F., Yuan, R., Chai, Y., Tang, M., Cao, S., Chen, S. (2007). Amperometric third-generation
hydrogen peroxide biosensor based on immobilization of Hb on gold nanoparticles/
cysteine/poly(p-aminobenzene sulfonic acid)-modified platinum disk electrode. Col Surf A:
Physicochem Eng Asp. 295: 223-227.

Gao, F., Yuan, R., Chai, Y., Tang, M., Cao, S., Chen, S. (2007). Amperometric third-generation
hydrogen peroxide biosensor based on immobilization of Hb on gold nanoparticles/
cysteine/poly(p-aminobenzene sulfonic acid)-modified platinum disk electrode. Col Surf A:
Physicochem Eng Asp. 295: 223-227.

Han, D., Yan, Y., Wang, J., Zhao, M., Duan, X., Kong, L., Wu, H., Cheng, W., Min, X., Ding,
S. (2019). An enzyme-free electrochemiluminesce aptasensor for the rapid detection of
Staphylococcus aureus by the quenching effect of MoS -PtNPs-vancomycin to S,0, */0,
system. Sensors Act. B: Chem. 288: 586-593.

HSI, M. (2014). Staphylococcus aureus can Produce Catalase Enzyme when React with Human
Whecs as a Source of H202 Productions in Human Plasma or Serum in the Laboratory. ] Med
Microbiol & Diag. 3: 3-4.

Lazcka, O., Campo, F. J. Del, Muiioz, F. X. (2007). Pathogen detection: A perspective of traditional
methods and biosensors. Bios Bioelect. 22: 1205-1217.

Liebana, S., Lermo, A., Campoy, S., Cortes, M., Alegret, S., Pividori, A. (2009). Rapid detec-
tion of Salmonella in milk by electrochemical magneto-immunosensing. Bios Bioelect. 25:
510-513.

Liu, H., Li, H., Wu, T., Hao, T. (2017). Differences of Bactericidal Efficacy on Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, and Bacillus subtilis of Slightly and Strongly Acidic Electrolyzed
Water. Food and Biop Techn. 10: 155-164.

Lin, Y., Chen, S., Chuang, Y., Lu, Y., Shen, T., Chang, C., Lin, C. (2008). Disposable ampero-
metric immunosensing strips fabricated by Au nanoparticles-modified screen-printed carbon
electrodes for the detection of foodborne pathogen Escherichia coli O157:H7. Biosens
Bioelect. 23: 1832-1837.

Majumdar, T., Chakraborty, R., Raychaudhuri, U. (2013). Rapid Electrochemical Quantification
of Food Borne Pathogen Staphylococcus aureus Based on Hydrogen Peroxide Degradation
by Catalase . J Electrochem Soc. 160: G75-G78.

843



Guarin P, Cristancho J, Castillo JJ

Rev. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat. 44(172):835-844, julio-septiembre de 2020
doi: https://doi.org/10.18257/raccefyn.1019

Muraoka, T. & Wesley, L. (2011). Time of Entry of Salmonella and Campylobacter into the Turkey
Brooder House. Food and Biop Techn. 4: 616-623.

Nistor, C., Osvik, A., Davidsson, R., Rose, A., Wollenberger, U., Fiksdal, L. (2002). Detection of
Escherichia coli in water by culture-based amperometric and luminometric methods. Wat Sci
Techn. 45: 191-199.

Niu, X., Si, Q., Chen, Y., Luo, R., Wang, H. (2018). A sortase A-immobilized mesoporous hollow
carbon sphere-based Biosensor for detection of gram-positive bacteria. J Elect Mat. 47:
4124-4135.

Orduz, A. E., Gutiérrez, J. A., Blanco, S. L., Castillo, J. J. (2019). Amperometric detection of
triclosan with screen-printed carbon nanotube electrodes modified with Guinea Grass
(Panicum maximum) peroxidase. Universit Scient. 24: 363-379.

Pérez, F., Tryland, 1., Mascini, M., Fiksdal, L. (2001). Rapid detection of Escherichia coli in water
by a culture-based amperometric method. Anal Chim Acta, 427: 149-154.

Ranjbar, S. & Shahrokhian, S. (2018). Design and fabrication of an electrochemical aptasensor
using Au nanoparticles/carbon nanoparticles/cellulose nanofibers nanocomposite for rapid
and sensitive detection of Staphylococcus aureus. Bioelectrochemistry. 123: 70-76.

Ren, J., Zhou, Y., Zhou, Y., Zhou, C., Li, Z., Lin, Q., Huang, X. (2015). A piezoelectric
picroelectrode arrays system for real-time monitoring of bacterial contamination in fresh
milk. Food and Biop Techn. 8: 228-237.

Rodriguez, A., Pina, D. G., Yélamos, B., Castillo Leon, J. J., Zhadan, G. G., Villar, Shnyrov, V.
L. (2002). Thermal stability of peroxidase from the African oil palm tree Elaeis guineensis.
Europ J Biochem. 269: 2584-2590.

Setterington, E. B. & Alocilja, E. C. (2011). Rapid electrochemical detection of polyaniline-labeled
Escherichia coli O157:H7. Bios Bioelect. 26: 2208-2214.

Tan, F., Leung, P. H. M., Liu, Z. Bin, Zhang, Y., Xiao, L., Ye, W., Yang, M. (2011). A PDMS
microfluidic impedance immunosensor for E. coli O157:H7 and Staphylococcus aureus
detection via antibody-immobilized nanoporous membrane. Sens Actuat B: Chem. 159:
328-335.

Uribe, P. A., Ortiz, C. C., Centeno, D. A., Castillo, J. J., Blanco, S. L., Gutiérrez, J. A. (2019).
Self-assembled Pt screen printed electrodes with a novel peroxidase Panicum maximum and
zinc oxide nanoparticles for H,0, detection. Col Surf A: Physicochem Eng Asp. 561: 18-24.

Velusamy, V., Arshak, K., Korostynska, O., Oliwa, K., Adley, C. (2010). An overview of foodborne
pathogen detection: In the perspective of biosensors. Biotech Adv. 28: 232-254.

Villamizar, E. N., Rios, C. A., Castillo, J. J. (2016). A hydrogen peroxide biosensor based on
the immobilization of the highly stable royal palm tree peroxidase (Roystonea regia) with
chitosan and glutaraldehyde on screen-printed graphene. J] Mex Chem Soc. 60: 135-140.

Wang, Y., Ye, Z., Ying, Y. (2012). New trends in impedimetric biosensors for the detection of
foodborne pathogenic bacteria. Sensors. 12: 3449-3471.

Wei, X., Wang, Z., Xia, Y., Wu, S., Duan, N., Jia, F. (2014). Impedimetric aptasensor for
Staphylococcus aureus based on nanocomposite prepared from reduced graphene oxide and
gold nanoparticles. Microchim Acta. 181: 967-974.

Xu, L., Liang, W., Yang, X., Jia, N., Zuo, X., Liu, G. (2018). An ultrasensitive electrochemical
biosensor for the detection of mecA gene in methicillin-resistant Staphylococcus aureus.
Biosens. Bioelect. 99: 424-430.

Xu, S. (2012). Electromechanical biosensors for pathogen detection. Microchim Acta. 178: 3-4.

Yue, H., Zhou, Y., Wang, P., Wang, X., Wang, Z., Wang, L., Fu, Z. (2016). A facile label-free
electrochemiluminescent biosensor for specific detection of Staphylococcus aureus utilizing
the binding between immunoglobulin G and protein A. Talanta, 153: 401-406.

844



Rev. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat. 44(172):845-856, julio-septiembre de 2020

doi: https://doi.org/10.18257/raccefyn.862

Ciencias Quimicas

Citacion: Melo-Guerrero MC, Ortiz-
Jurado DE, Hurtado-Benavides AM.
Comparacion de la composicion y de la

actividad antioxidante del aceite esencial

de manzanilla (Matricaria chamomilla
L.) obtenido mediante extraccion con
fluidos supercriticos y otras técnicas
verdes. Rev. Acad. Colomb. Cienc.
Ex. Fis. Nat. 44(172):845-856, julio-
septiembre de 2020. doi: https://doi.
org/10.18257/raccefyn.862

Editor: Sonia Moreno

*Correspondencia:
Maria Camila Melo Guerrero;
maria.camy28@hotmail.com

Recibido: 28 de junio de 2019
Aceptado: 24 de marzo de 2020
Publicado: 30 de septiembre de 2020

Este articulo esta bajo una licencia de
Creative Commons Reconocimiento-
NoComercial-Compartir Igual 4.0
Internacional

Articulo original

Comparacion de la composicion y de la actividad
antioxidante del aceite esencial de manzanilla
(Matricaria chamomilla L.) obtenido mediante extraccion
con fluidos supercriticos y otras técnicas verdes
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Narifio, en Pasto, Narifio, Colombia.

Resumen

Se compard la composicion quimica y la actividad antioxidante del aceite esencial de manzanilla
(Matricaria chamomilla L.) obtenido mediante extraccion con fluidos supercriticos (supercritical
fluid extraction, SFE) y otras técnicas de extraccion verdes (arrastre con vapor, AV; hidrodestilacion,
HD; destilacion por arrastre con vapor y extraccion simultanea con solvente organico, DES, y
maceracion, MC). Se optimizé el proceso de extraccion evaluando el efecto de la temperatura
(T) (35-65 °C) y la presion (P) (90-210 bar) en el rendimiento de la extraccion (% p/p) y se
determind que una temperatura de 65 °C y una presion de 210 bar eran las mejores condiciones
de extraccion (0,87 % p/p). La composicién quimica se analizd por cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) y se establecieron los constituyentes con base en sus
patrones de fragmentacion y el indice de retencion de Kovats. La actividad antioxidante se evalud
mediante el método ABTS. Los componentes principales fueron enindicicloeter, B-farneseno y
oxido de bisabolol A. Los resultados de los analisis de GC-MS indicaron que la composicion
y concentracion del aceite esencial cambiaron al emplear diferentes métodos de extraccion, por
ejemplo, en los aceites extraidos por MC el componente mayoritario fue el enindicicloeter, en tanto
que en los extraidos por HD fue el B-farneseno y con DES fue el 6xido de bisabolol A. El aceite
obtenido por AV (27,56 umol de trolox/ml de aceite) presenté una mayor actividad antioxidante
en comparacion con los otros métodos de extraccion, incluso comparado con el SFE (15,25 pmol
de trolox/ml de aceite).

Palabras clave: Matricaria chamomilla L; Aceite esencial; Actividad antioxidante.

Abstract

The chemical composition and antioxidant activity of the chamomile essential oil (Matricaria
chamomilla L.) obtained by supercritical fluids extraction (SFE) and other green techniques
(steam stripping, AV; hydrodistillation, HD; steam-dragging distillation with simultaneous steam-
extraction using an organic solvent, DES, and maceration (MC). We optimized the extraction
process with supercritical fluids by checking the effect of temperature (35-65°C) and pressure
(90-210 bar) on the extraction yield (% w/w) and we determined that the best extraction
conditions (0.87% w / w) were at 65°C and 210 bar. We analyzed the chemical composition by
gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) and identified the constituents based on their
fragmentation patterns and Kovat’s index. We evaluated the antioxidant activity using the ABTS
method. The main components were en-yn-dicycloeter, B-farnesene, and bisabolol oxide A.
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The results of the GC-MS analyses indicate that when using different extraction methods the
composition and concentration of the essential oil changes, for example, the oils extracted by MC
had en-yn-dicycloeter is their main component while for those extracted by HD it was B-farnesene,
and by DES ii was bisabolol oxide A. The oil obtained by AV (27.56 umol trolox/ml of oil) had a
higher antioxidant activity compared to the other extraction methods, even when compared with
SFE (15.25 pmol trolox/ml of oil).

Key words: Matricaria chamomilla L.; Essential oil; Antioxidant activity.

Introduccion

Colombia es considerado un pais privilegiado por su gran diversidad de ecosistemas y
microclimas, lo que permite que su vegetacion sea muy variada, rica en especies endé-
micas y de gran variedad genética. Algunas de dichas especies producen aceites esenciales
cuyos principios activos resultan interesantes para la investigacion y el desarrollo de
productos naturales (Torrenegra, et al., 2017).

Hoy existe la tendencia entre los consumidores a preferir alimentos libres de produc-
tos sintéticos (pesticidas, insecticidas, fungicidas, y fertilizantes, entre otros) y aditivos
quimicos (neutralizantes, conservantes, antioxidantes, colorantes y saborizantes), por lo
que resulta primordial estudiar la actividad antioxidante de los aceites de plantas nativas
para recomendar su potencial uso como aditivos naturales (Granados, et al., 2012).

La manzanilla (Matricaria chamomilla L.) se usa como té y como remedio casero
por su amplia gama de actividades farmacologicas, terapéuticas, antiespasmodicas,
antivirales y antimicrobianas. Es una de las plantas aromaticas (poleo, tomillo, albahaca,
mafafa) de mayor produccion en Colombia y se la comercializa frecuentemente como
una fuente de aceite para las industrias alimentaria, cosmética y farmacéutica (Bonilla,
et al., 2005).

En afios recientes se han estudiado los extractos y aceites esenciales desde un punto de
vista funcional. Sin embargo, esta funcionalidad esta determinada por el método de extrac-
cion que se emplee, ya que ello influye en la proporcion de los compuestos funcionales que
tienen. Las técnicas de extraccion se clasifican en convencionales o no convencionales:
las convencionales requieren el uso de solventes asociados con el empleo de calor y agita-
cion, asi como tiempos prolongados de residencia, en tanto que las técnicas modernas o
no convencionales, llamadas verdes o limpias, minimizan o eliminan el uso de solventes
organicos, mejoran la calidad del extracto, acortan el tiempo de extracciéon y aumentan el
rendimiento (Rodriguez, ef al., 2009).

El objetivo de este trabajo fue comparar la composiciéon y la actividad antioxi-
dante del aceite esencial de manzanilla (Matricaria chamomilla L.) obtenido mediante
extraccion con fluidos supercriticos, destilacion por arrastre con vapor, hidrodestilacion,
destilacion por arrastre con vapor y extraccion simultanea con solvente organico, y
maceracion; la composicion se determind por GC-MS vy la actividad antioxidante con el
método ABTS.

Materiales y métodos

Materia prima

La manzanilla (M. chamomilla L.) se obtuvo como muestra seca (hojas y flores) de la
empresa Agrocomercial del Sur S.A.S. de la ciudad de Ipiales- Colombia.

Caracterizacion del material vegetal

Para caracterizar el material vegetal se hizo un andlisis granulométrico y se midio el por-
centaje de humedad. Se determiné el tamafio promedio de las particulas en una Tamizadora
pinzuar (modelo PS-35, serie 1182) empleando un juego de tamices de mallas (10-100)
ordenadas de mayor a menor; el porcentaje de humedad se determiné en una balanza
gravimétrica Radwag® PMR-50/NH a una temperatura de 103°C.
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Obtencion de los extractos

Extraccion con fluidos supercriticos (SFE). En la extraccion se empled el equipo SFE 500
de Waters® con celda de extraccion de 500 mL, una bomba de alta presion, un separador y
sistemas de control de presion, de temperatura y de flujo de CO,; se uso6 didxido de carbono
como disolvente.

Los experimentos se realizaron empleando un rango de presiones de 90 a 210 bar y
tem-peraturas de 35 a 65 °C. Las condiciones de extraccion se establecieron teniendo en
cuenta algunos estudios sobre la extraccion de aceite esencial de manzanilla. Se utilizaron
(10 bar y 20°C) como condiciones de separacion. Se aplico un disefio factorial de 3% con
4 puntos centrales (150 bar y 50 °C) de manera aleatoria para determinar la influencia
de las condiciones de presion y temperatura supercriticas en el rendimiento (% p/p) y la
composicion y la actividad antioxidante utilizando una significacion de p<0,05.

El rendimiento se calculé mediante la ecuacion (1) y se expresé como porcentaje de
aceite extraido. Poso del acei y

- eso ael aceite extraido
Rendimieto (% p/p)= ( peso de la muestra seca y molida

)x 100 (D).

El proceso extractivo se llevo a cabo utilizando una carga de 140 g de manzanilla
molida dispuestos en el recipiente de extraccion. Se hizo pasar el CO, a través de un
serpentin sumergido en liquido refrigerante (etilenglicol) a una temperatura de 2 °C
para evitar su gasificacion y mantenerlo liquido. Empleando una bomba de alta presion
se bombe6 el CO, en intervalos de 90 a 210 bares; la temperatura dentro del recipiente
extractor se elevo de 35 a 65 °C. Una vez alcanzadas las condiciones de operacion (presion
y temperatura) en el extractor, se inici6 el proceso de extraccion ajustando el flujo de CO,
a 30 g/min durante 150 minutos (el CO, extrae el aceite de las flores secas de manzanilla).
Por ultimo, se despresurizo el equipo, el CO, en estado gaseoso circul6 hasta el escape,
el aceite extraido se recogid en el separador, se almaceno en un vial ambar y se calculd el
rendimiento del proceso de extraccion en el aceite esencial.

Extraccion por destilacion por arrastre con vapor (AV). La extraccion del aceite
esencial por el método de arrastre con vapor se hizo siguiendo la metodologia descrita
por Arango, ef al. (2012): se utiliz6 vapor saturado a presion atmosférica de 1 psig y
densidad del lecho de 95,4 g.L'!, la extraccion se hizo con 7,25 kg de manzanilla seca
con un tiempo de extraccion aproximado de cuatro horas. El rendimiento se calculd a
partir de la cantidad de aceite esencial obtenido por unidad masica de materia prima en
términos porcentuales. El equipo utilizado fue la unidad de extraccion por arrastre con
vapor DINOX con capacidad de 80 L.

Extraccion por maceracion (MC). La maceracion se hizo en un balén de vidrio de
2.000 mL en el que se dispusieron 500 g de manzanilla seca y 1.000 mL de etanol puro;
el tiempo de extraccion fue de 16 dias, los extractos se concentraron en un rotaevaporador
EYELA N-1100, con una base de agua a 60 °C y posteriormente se almacenaron en
refrigeracion y protegidos de la luz.

Hidrodestilacion (HD). El procedimiento se hizo en un equipo de hidrodestilacion
con manta calefactora Thermoscientific y condensador tipo clevenger (Walter Velasco,
Colombia). Se tomaron 100 g de manzanilla seca y se depositaron en un balén de vidrio
de 2.000 mL junto con 1.500 mL de agua, y este se calento hasta el punto de ebullicion
usando una malla térmica durante tres horas; posteriormente, se hizo una extraccion
liquido-liquido del extracto obtenido con diclorometano y se obtuvo una mezcla de aceite
esencial y diclorometano, la cual se almacend en refrigeracion y protegida de la luz para
su concentracion y posterior analisis.

Destilacion por arrastre con vapor y extraccion simultdnea con solvente orgadnico
(DES). Se pesaron aproximadamente 20 g de manzanilla seca y se agregaron al balon A
con agua suficiente para tapar la muestra de material vegetal (140 mL); se agregaron 50 mL
de diclorometano al balén B y se inicio el calentamiento en ambos balones hasta alcanzar
la temperatura de ebullicion de cada solvente a lo largo de dos horas; como producto del
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proceso de condensacion se obtuvo una mezcla de aceite esencial y diclorometano. La
mezcla se separd, se concentrd en un rotaevaporador EYELA N-1100, se envaso en un
recipiente ambar protegido de la incidencia de la luz y se mantuvo en refrigeracion.

Medicion de la actividad antioxidante del aceite esencial por el método ABTS

La metodologia aplicada fue la descrita por Re, et al. (1999), citados por Jiménez &
Villarreal (2008). El radical ABTSe+ se generd tras la reaccion de ABTS (7 mM) con
persulfato potasico (2,45 mM). La mezcla reaccionante permanecio6 a temperatura ambiente
y en ausencia de luz durante 24 horas. El ABTSe+ preparado se diluy6 con metanol hasta
obtener un valor de absorbancia de 0,8 + 0,2 a una longitud de onda de 734 nm utilizando
un espectrofotometro Genesys™ UV-VIS 10S (Thermo Scientific, USA).

Se hizo una curva de calibracion con distintas concentraciones de trolox (0,5 — 2,5
mmol), para lo cual se tomaron 2 mL de la solucion ABTSe+ y se afiadieron 20 pL de
las distintas concentraciones de trolox para después agitar durante un minuto y medir la
absorbancia al cabo de 6 minutos mas a 734 nm. Cada muestra se midid por triplicado
y se obtuvo la siguiente ecuacion: Y = -0,144X + 0,6655 (R2 = 0,9946). Los resultados
se expresaron como actividad antioxidante equivalente en trolox (TEAC) en unidades de
umol de trolox por mL de aceite de manzanilla. El potencial antioxidante de la muestra se
probo con la adicion de 2 mL de la solucion del radical ABTSe+ a 20 pL del aceite diluido
en una mezcla de isopropanol y etanol de 80:20 y se ley6 la absorbancia a 734 nm; la
lectura se interpold en la ecuacion de la recta obtenida a partir del trolox. La funcionalidad
del método se verificd con un patréon de acido ascorbico de 1,5 mmol al cual se le aplico el
mismo procedimiento que a las muestras de aceite.

Analisis por cromatografia de gases

El analisis cromatografico del aceite esencial de M. chamomilla se hizo en los laboratorios
especializados de la Universidad de Narifio mediante cromatografia de gases acoplados a
espectrometria de masas (GC-MS) utilizando un equipo Shimadzu QP2010S GC-MS y la
metodologia descrita por Arango, ef al. (2012).

Para la determinacion de los componentes quimicos se utilizé una columna DB-5 de
J&W Scientific con 30 m de largo, 0,25 mm de didmetro, espesor de pelicula de 0,25 pm,
un flujo de helio de ImL/min UAP como gas portador, y una temperatura del detector o la
interfaz (GC-MS) de 300°C. La temperatura inicial de la columna fue de 40 °C, que luego
se incrementd de 5 °C/min a 250 °C con una isoterma de separacion durante 15 minutos.
La energia de ionizacion fue de 70 eV.

Se inyectd 1,0 uL del aceite esencial en el GC-MS a una concentracion del 10 %
disuelto en diclorometano. Los componentes se determinaron comparando sus espectros
de masas con los referenciados en las bases de datos Nist y Adams. La cuantificacion de
los componentes se calcul6 a partir de las cantidades relativas de areas.

Diseiio experimental y analisis estadistico

Las matrices del disefio de experimentos y el analisis estadistico de los datos se llevo a cabo
con ayuda del programa estadistico Statgraphics Centurion XV® (StatPoint Technologies,
Inc., Warrenton, VA, USA). El analisis estadistico de los datos se hizo mediante el analisis
de varianza con un nivel de confianza del 95 %, con lo cual se determin¢ la significacion
estadistica de los factores sobre la variable de respuesta.

Para el analisis estadistico de la composicion y de la actividad antioxidante de los
aceites esenciales de manzanilla se us6 un disefio experimental completamente al azar
con cinco tratamientos correspondientes a las técnicas de extraccion y tres repeticiones
por método: extraccion con fluidos supercriticos (SFE), arrastre con vapor (AV), hidro-
destilacion (HD), destilacion y extraccion simultanea (DES) y maceracion (MC) y cuatro
variables de respuesta que correspondieron a tres componentes mayoritarios encontrados
en los perfiles cromatograficos: enindicicloeter, B-farmseseno y 6xido de bisabolol A, y al
porcentaje de actividad antioxidante (umol de trolox/mL de aceite).

Como referencia para la extraccion con fluidos supercriticos se emplearon los valores
del punto 6ptimo (T=65 °C y P=210 bar).
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Resultados y discusion

Obtencion de los extractos

Los extractos se obtuvieron a partir de manzanilla con una humedad de 4,83 % y un tamafio
promedio de particula de 0,54 mm.

Extraccion con fluidos supercriticos (SFE)

Los resultados de rendimiento obtenido con CO,-SC bajo condiciones de extraccion se
muestran en la tabla 1 y la significacion estadistica de los factores (temperatura y presion)
y sus interacciones en el rendimiento se determinaron mediante un analisis de varianza
(ANOVA) (Tabla 2).

El mayor rendimiento obtenido en la extraccion con fluidos supercriticos fue de
0,87 % a 210 bar y 65 °C en un tiempo de extraccion de 150 minutos; estas condiciones se
consideraron como el punto 6ptimo en este estudio. Rahimi, e al. (2011) obtuvieron un
rendimiento de 0,6 % de aceite esencial de manzanilla empleando la tecnologia de fluidos
supercriticos a una temperatura de 40 °C y una presion de 250 bar, es decir, inferior al
obtenido en el presente estudio con condiciones de extraccion similares.

Tabla 1. Rendimiento del aceite esencial de manzanilla (Matricaria chamomilla L.) mediante SFE

T (°C) Presién (bar) Rendimiento (%)
50 150 0,031
50 150 0,500
35 90 0,154
35 210 0,021
50 90 0,060
50 150 0,133
50 210 0,036
50 150 0,319
65 210 0,871
65 90 0,228
65 150 0,512
35 150 0,047
50 150 0,299

Tabla 2. Anélisis de varianza para el rendimiento del aceite de manzanilla (Matricaria chamomilla

L.) obtenido por SFE
Fuente ouma & Gl Cuadrado Razén-F p
A:Temperatura 0,321554 1 0,321554 11,3 0,0121
B:Presion 0,039366 1 0,039366 1,38 0,2781
AA 0,0561111 1 0,056111 1,97 0,2031
AB 0,150544 1 0,150544 5,29 0,055
BB 0,0218601 1 0,021860 0,77 0,4099
Error total 0,199269 7 0,028467
Total (corr.) 0,770726 12

Gl: Grados de libertad; P: Valor-P
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En el analisis de varianza (Tabla 2) se pudo observar que Unicamente la temperatura
(A) influyo significativamente en el rendimiento del aceite de manzanilla extraido (p<0,05),
en tanto que la presion (B) y las demas interacciones no tuvieron un efecto significativo
en el intervalo de las condiciones estudiadas (Figura 1). La investigacion realizada por
Kotnik, et al. (2007) demostrd que, efectivamente, el rendimiento de la extraccion es
directamente proporcional a la temperatura.

Extraccion por arrastre con vapor

La extraccion por arrastre con vapor se ajusto a la metodologia descrita por Arango, et al.
(2012). El rendimiento del aceite esencial de manzanilla extraido por arrastre con vapor
fue de 0,046 % p/p, un valor bajo comparado con el obtenido por Gawde, et al. (2014) y
Gonzalez (2004), quienes utilizaron la misma técnica y obtuvieron rendimientos de 0,31
y 0,34 %, respetivamente.

Anadlisis del aceite esencial de manzanilla mediante cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS)

El analisis por GC-MS permiti6 la identificacion de 26 compuestos (Tabla 3) con base en
un porcentaje relativo de area superior al uno por ciento; entre ellos se destacan los dici-
cloeteres, los sesquiterpenos y los sesquiterpenos oxigenados. Los componentes mayori-
tarios en el aceite esencial de manzanilla determinados en esta investigacion fueron, en su
orden, enindicicloeter, B-farneseno y 6xido de bisabolol A. El analisis de varianza (ANOVA)
de estos componentes mayoritarios se puede observar en la tabla 4; no hubo diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) entre los métodos de extraccion evaluados para
estos compuestos.

En el aceite extraido por maceracion y con fluidos supercriticos se encontr6 mayori-
tariamente enindicicloeter (47,6 y 29,6 %, respectivamente) comparados con los otros
métodos (Figura 2 A). Esto coincide con estudios como los de Formisano, ef al. (2015),
quienes extrajeron aceite esencial de manzanilla empleando el método de maceracion y
obtuvieron como componente mayoritario enindicicloeter, en tanto que Rahimi, et al.
(2011) obtuvieron como compuesto mayoritario enindicicloeter al extraer aceite esencial
de manzanilla por SFE.

El B-farneseno tuvo un mayor porcentaje relativo de area con los métodos de hidro-
destilacion y arrastre con vapor y fue el componente mayoritario (Figura 2-B), lo que
se explica porque ambos métodos emplean principios muy similares. Scalia, et al.
(1999) y Tolouee, ef al. (2010) extrajeron aceite esencial de manzanilla por arrastre con
vapor e hidrodestilacion, respectivamente, y encontraron el f-farneseno como uno de sus
compuestos mayoritarios; por otra parte, Rahimi, et al. (2011) reportaron un contenido
minimo de B-farneseno con la extraccion con fluidos supercriticos. Todos estos valores
son similares a los obtenidos en la presente investigacion.

A: Temperatura i E +
AB | |
AA ‘ ‘

g

0 1 2 4
Efecto estandarizado

Figura 1. Diagrama de Pareto para el rendimiento de aceite esencial de manzanilla (Matricaria
chamomilla L.) obtenido por FSC
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Tabla 3. Compuestos identificados en el aceite esencial de manzanilla (Matricaria chamomilla L.) por GC-MS

ID %A IRL
Teorico Fuente EXPERIMENTAL

HD DES AV MC SFE HD DES AV MC SFE
Limoneno - - 3.8 - - 1036 Hognadottir A. 2003 - - 1035 - -
Tetradecano 22 - - - - 1399 Adams RP. 1995 1400 - - - -
Anetol - - 7,8 - - - - - - 1308 - -
p-Cimeno - 1,25 - - 10,07 1033 Hognadottir A. 2003 - 1330 - - 1332
Eucaliptol 3,71 - - - - 1039 Hognadottir A. 2003 1036 - - - -
B-Farneseno 37,62 1,52 30,2 6,1 7,6 1458 Adams RP. 1995 1465 1464 1468 1381 1465
1,2 epoxido de limoneno 2,2 - - - - - - 1484 - - - -
Germacreno-D 1,6 - 2,1 - - 1480 Hognadottir A. 2003 1510 - 1511 - -
a-farneseno 2,72 - - - - 1508 Adams RP. 1995 1517 - 1414 - -
espatulenol 337 1,5 2,9 - - 1575 Tellez MR. 1999 1621 1621 1621 - -
Oxido de bisabolol 526 52 4.4 1,7 1,24 - - 1691 1691 1691 1690 1691
7-metoxi-coumarina - - - 44 1,4 - - - - - 1788 1789
a-bisabolol 3,62 - 34 - - 1701  Baranauskiene R. 2003 1717 - 1717 - -
N.L - 1,2 - - - - - - 1701 - - -
Oxido de bisabolona 885 28 7,4 - 1,32 - - 1722 1722 1723 - 1723
Oxido de bisabolol A 23,04 47,1 22 24,15 18,79 - - 1795 1798 1796 1794 1796
en-in-dicicloeter 10,34 9,7 1593 47,6 36,13 - - 1930 1932 1937 1931 1935
en-in-dicicloeter isomero 3,8 27,7 - 11,24 7,66 - - 1940 1947 - 1940 1943
acido linoleico metil ester - 2,1 - - - - - - 2110 - - -
acido palmitico metil ester - - - 1 - - - - - - 2001 -
Fitol - - - 1,6 - - - - - - 2133 -
pentatriacontano - - - - 6,8 - - - - - - 2138
Linoleato de etilo - - - 2,2 - - - - - 2174 -
Docosano - - - - 4,16 - - - - - - 2307
Octacosano - - - - 16,445 - - - - - - 2509
Nonacosano - - - - 6,03 - - - - - - 2712

*HD: hidrodestilacion; DES: destilacion por arrastre con vapor y extraccion simultanea con solvente organico; AV: extraccion por destilacion por arrastre
A% H Lex i0 ion; :ex i6 ui u iticos. * % A: j iv area; : indi ion li
con vapor; MC: extraccion por maceracion; SFE: extraccion con fluidos supercriticos. * % A: porcentaje relativo de area; * IRL: indice de retencion lineal

En los estudios de Cano (2002), Gawde, et al. (2014) y Scalia, et al. (1999), se
reportaron altos contenidos de 6xido de bisabolol A en el aceite esencial de manzanilla
obtenido por arrastre con vapor, lo que difiere de los valores obtenidos en la presente
investigacion (Figura 2-C) y se explica por el efecto de diferentes factores ambientales
sobre el contenido de compuestos de las plantas medicinales: la intensidad de la luz y el
fotoperiodo, que varian de regién en region, la época de recoleccion y la edad de las plantas
que afectan la composicion del aceite esencial.

Evaluacion de la actividad antioxidante

La mayor actividad antioxidante obtenida por el método ABTS se observé en el aceite de
manzanilla extraido por arrastre con vapor (27,56 umol de trolox/mL de aceite) (Tabla
5), el cual, ademas, era de color azul. Formisano, et al. (2015) aseguran que ¢l color azul
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Tabla 4. Valor de p en los andlisis de varianza para el enindicicloeter, el B-farneseno y el 6xido de
bisabolol A en el aceite esencial de manzanilla

Componente Fuente c?llz:glrzgzs Gl Cl:l?g;::)do Razén-F p

Entre grupos 3200,93 4 800,231 156,85 0,000
Enindicicloeter Dentro de los grupos 51,0191 10 5,10191

Total (corr.) 3251,94 14

Entre grupos 3059,25 4 772312 380,11 0,000
B-farneseno Dentro de los grupos 20,3182 10 2,03182

Total (corr.) 3109,57 14
; Entre grupos 1711,84 4 427,959 83,6 0,000
l?i’s‘;db‘(’)l‘(ifl’ A Dentro de los grupos 51,1906 10 511906

Total (corr.) 1763,03 14

Gl: Grados de libertad; P: Valor-P
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20

B-farneseno

55

45

35
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+
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Meétodos de extraccion
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Figura 2. Graficas de medias y 95 % de Tukey HSD para: A. Eni-dicicloeter, B. B-farneseno y C.
oxido de bisabolol A presentes en el aceite esencial de manzanilla extraido por AV, DES, HD, MC, SFE
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en el aceite se debe a la presencia de chamazuleno, un compuesto de elevada actividad
antioxidante, ya que inhibe la peroxidacion de lipidos. Dicho compuesto no se destaco en
este caso, pero podria estar presente con una mayor concentracion en el aceite esencial
obtenido por arrastre con vapor que en el extraido por los otros métodos.

Hubo diferencias estadisticamente significativas de la actividad antioxidante entre los
diferentes métodos de extraccion utilizados, lo que se observo en el analisis de varianza
(ANOVA), en el cual el valor de p fue <0,05 (Tabla 6). Se hizo, ademas, una grafica de
medias y se empleo la diferencia significativa honesta (HSD) de Tukey con un intervalo de
confianza del 95 % (Figura 3) para verificar que los métodos eran diferentes entre si y que
con el arrastre con vapor se obtenia la mayor actividad antioxidante.

Tabla 5. Actividad antioxidante del aceite esencial de manzanilla extraido con SFE, AV, HD, MC, y
DES analizados por ABTS++

TEAC
Métodos Promedio
pmol de trolox/mL de aceite

SFE 0,466 15,25
MC 0,356 23,62
HD 0,485 13,81
DES 0,413 19,24
AV 0,304 27,56

Tabla 6. Valor de p en el analisis de varianza para la actividad antioxidante del aceite esencial
de manzanilla

Fuente ci‘;g‘;;g(‘:s Gl C‘I‘;‘g;;d" Razén-F P
Entre grupos 457,172 4 114,293 50,76 0,0000
Dentro de los grupos 22,516 10 2,2516

Total (Corr.) 479,688 14

Gl: Grados de libertad; P: Valor-P

33

29

25

21

TEAC

17

13

1

AV DES HD MC SFE

| T TT | T T=T | TTT ‘ Tl=T | TTT | TTT |
o
| 111 | 111 | | ‘ 111 | 11 | 111 |

Métodos de extraccion

Figura 3. Grafica de medias y 95 % del Tukey HSD para la actividad antioxidante del aceite esencial
de manzanilla extraido por AV, DES, HD, MC, SFE
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La actividad antioxidante del aceite esencial de manzanilla fue de: 27,56 pmol de
trolox/mL con el arrastre con vapor, de 23,62 con la maceracion, de 19,24 con la destila-
cion y extraccion simultanea, de 15,25 con extraccion con fluidos supercriticos y de 13,81
con hidrodestilacion. Estos valores son mayores que los reportados por Formisano, et al.,
(2015) y Kolodziejezyk, et al. (2015), quienes obtuvieron 8,45 y 12,00 pmol de trolox/mL
de aceite esencial de manzanilla, respectivamente.

Torrenegra, et al. (2017) evaluaron la capacidad antioxidante (ABTS) del aceite
esencial de manzanilla extraido por hidrodestilacion y obtuvieron 59,07 pg /mL + 0,33.
En este trabajo se obtuvieron 13,80 umol de trolox/mL por hidrodestilacion, diferencia
que podria deberse a que Torrenegra, et al. obtuvieron bisabolol (85 % de abundancia
relativa) como componente mayoritario, y este es habitual en muchos productos destina-
dos al cuidado de la piel, puesto que presenta propiedades antiinflamatorias y antiradica-
larias (Mckay & Blumberg, 2006).

Al comparar la actividad antioxidante del aceite esencial de manzanilla con la de
otros aceites esenciales, la del primero resulté mayor que la de especies como el estragon
morado (3,68 umol de trolox/g de extracto), el anis (5,6 pmol de trolox/g de extracto),
la albahaca (5,1 pmol de trolox/g de extracto), el estragon (0,00023 umol de trolox/g de
extracto), el hinojo (0,00015 umol de trolox/g de extracto) (Muifioz, et al., 2009) y el
cilantro (0,6585 umol de trolox/g de extracto) (Ceballos & Giraldo, 2011). Sin embargo,
Muiioz, et al. (2007) encontraron que la actividad antioxidante del orégano (2040 pmol
de trolox/ g de extracto) y del tomillo (890 pumol de trolox/ g de extracto) eran superiores
a las obtenidas en la presente investigacion, y Granados, ef al. (2015) y Granados, ef al.
(2012) reportaron valores superiores para el eucalipto (38,96 umol de trolox/ g de extracto)
y la mufia (631,72 pmol de trolox/g de extracto).

Conclusiones

Se registraron diferencias estadisticamente significativas en la composicion de las muestras
de aceite esencial de manzanilla (M. chamomilla L.) dependiendo del método de extraccion.

La extraccion con fluidos supercriticos (SFE) ofrece considerables ventajas sobre el
método tradicional de arrastre con vapor (AV). El aceite esencial de manzanilla se extrajo en
menor tiempo utilizando CO2 supercritico y el rendimiento de extraccion fue mayor (0,871 %).

El aceite esencial de M. chamomilla L. obtenido por el método de arrastre con vapor
tuvo la mayor actividad antioxidante (27,556 umol de trolox/mL de aceite), superior a los
aceites obtenidos mediante otros métodos de extraccion, incluso superior al aceite extraido
por SFE, con el cual se obtuvieron, ademas de aceite, resinas y oleorresinas, extractos que
favorecen el rendimiento, pero disminuyen la actividad antioxidante debido a la accion
sinérgica de sus compuestos.

El aceite esencial de manzanilla (M. chamomilla L.) exhibe una actividad antioxi-
dante superior a otras especies aromaticas como el estragon, el estragon morado, el anis, la
albahaca, el hinojo y el cilantro.
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Review article

On the general circulation of the atmosphere around Colombia

Circulacion general de la atmosfera alrededor de Colombia
Oscar José Mesa-Sanchez, Julian David Rojo-Hernandez*

Departamento de Geociencias y Medio Ambiente, Universidad Nacional de Colombia, Sede Medellin,
Medellin, Colombia

Abstract

The average annual precipitation in the Pacific coast of Colombia ranges from 8,000 to 13,000
mm. The annual average (1960-2018) in Puerto Lopez (Cauca) rain gauge (77°14°56.3”W,
2°50°43.0”N) is 13.159 mm making it, probably, the rainiest place on the Earth. Such a large
amount of precipitation also means a sizeable diabatic heating source over western Colombia,
which is responsible for driving the circulation in northern South America and Mesoamerica
from mid-March to the end of November. We applied a simple conceptual model to study the
heat-induced circulation. Our results indicated that the heating source over western Colombia
produces a steady, low-level westerly inflow as a result of a half planetary wave propagating over
Mesoamerica and the far eastern Pacific that generates two cyclonical flows. On the east side of
the heating source, a Kelvin wave generates a low-level easterly flow from the tropical Atlantic
Ocean and the Northern Amazon and Orinoco basins in a Walker-type circulation. This Rossby
and Kelvin patterns create information pathways, which, in their turn, dominate the low- and
upper-level wind fields. Documented observations about the atmosphere’s general circulation
over northern South America and Mesoamérica are consistent enough to support the assertion
that a set of waves trapped in the tropics induced by a heating source explains the circulation over
Colombia and its surroundings.

Keywords: Equatorial waves; South America; Mesoamerica; Colombia; Hydroclimatology.

Resumen

La precipitacion media multianual en las llanuras de la costa Pacifica colombiana varia entre los
8.000 y los 13.000 mm. El promedio anual en Puerto Lopez (Cauca) (77°14°56,3”0, 2°50°43,0”N)
es de 13.159 mm (1960-2018), probablemente el mas alto del planeta. Tal cantidad de precipitacion
también implica el establecimiento de una fuente de calor diabatica por condensacion, la cual, a su
vez, es responsable de la generacion de la circulacién atmosférica sobre el norte de Suramérica y
Mesoamérica entre mediados de marzo y el fin de noviembre. En el presente trabajo se aplico un
modelo simple de circulacion inducida por una fuente de calor diabatica para estudiar la circulacion
general de la atmoésfera alrededor de Colombia. Los resultados indicaron que la mencionada fuente
de calor produce por si misma fuertes vientos del oeste como respuesta a la propagacion de media
onda de Rossby sobre Mesoamérica y el Pacifico Este. Hacia el este de la fuente de calor, una onda
Kelvin es responsable de los vientos del este que viajan desde el océano Atlantico tropical hacia
Colombia. Ambas ondas, la planetaria y la Kelvin, dominan las trayectorias de flujo de los campos
de vientos a bajo y alto nivel en la tropodsfera sobre Colombia y su vecindario. Las observaciones
documentadas sobre la circulacion general de la atmdsfera en el norte de Suramérica y Mesoamérica
son suficientemente solidas para respaldar la afirmaciéon de que un conjunto de ondas inducidas por
una fuente de calor y atrapadas en el ecuador explican la circulacion general de la atmoésfera sobre
Colombia y su vecindario.

Palabras claves: Ondas ecuatoriales; Mesoamérica; Suramérica; Hidro-climatologia; Colombia.
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Introduction

Despite the advances (Eslava, 1974; Snow, 1976; Mesa, et al., 1997; Poveda & Mesa,
2000; Pabén-Caycedo, et al., 2001; Urrea, et al., 2019), there is no satisfactory theory
to explain the climate of Colombia and the causes of its regional, seasonal, and inter-
annual variability. The present work contributes to the development of such a theory
considering the circulation induced by the latent heat released from the copious rainfall
over the country, particularly, the Pacific coast. The theory of the linear equatorial waves
provided the main elements for explaining the general circulation and the seasonal and
inter-annual variability.

The low-level lands on the Pacific coast of Colombia (northwest of South America)
are one of the most significant places on Earth where air raises. It is also the rainiest
region on the planet (Lépez, 1966; Arnett & Steadman, 1970; Snow, 1975; Nieuwolt,
1977; Eslava, 1993; Poveda & Mesa, 1997; Poveda & Mesa, 2000; Mapes, et al., 2003;
Sakamoto, et al., 2011; Alvarez-Villa, et al., 2011; Duran-Quesada, et al., 2012) and
one of the largest diabatic heat sources (Zhang, ef al., 2017). The existence of a low-level
westerly jet, known as Chorro del Occidente Colombiano or CHOCO jet, has been the
traditional explanation for such a high average annual precipitation (over 13,000 mm).
This jet interacts with topography and evapotranspiration from the tropical rainforests of
western Colombia (Poveda & Mesa, 1997; Poveda, et al., 2006; Poveda, et al., 2014).

Poveda & Mesa (2000) associated the dynamics and strength of the CHOCO jet
with the sea surface temperature gradient between the cold tongue of Equator-Peru and
the warmer Pacific in front of Colombia. The change of direction of the cross-equatorial
trade winds favors the development of the jet (Poveda & Mesa, 2000; Poveda, et al.,
2002; Poveda, et al., 2006; Kessler & Gourdeau, 2006; Amador, et al., 2006). The
corresponding change in the sign of the Coriolis acceleration, the predominant north-south
coast orientation, as well as the land-sea temperature gradient and the friction gradients,
contribute to establishing a westerly jet centered at 5°N. For these reasons, the traditional
CHOCO jet explanation is the so-called Stensrud’s mechanisms (Stensrud, 1996).
Furthermore, the latent heat release reinforces the CHOCO jet due to the high amounts
of condensation and rainfall. Most of this condensation occurs in mesoscale convective
systems (MCS), which, in their turn, favor the wind surface convergence (Velasco &
Fritsch, 1987; Poveda & Mesa, 2000; Mapes, et al., 2003; Zuluaga & Poveda, 2004;
Mejia & Poveda, 2005; Poveda, et al., 2006).

Another essential feature of the regional circulation is the so-called Caribbean jet,
located between the north of South America and the Greater Antilles (Amador & Magana,
1999; Poveda & Mesa, 1999; Magaiia, et al., 1999). This other jet also transports large
amounts of moisture from the Caribbean Sea to the Eastern Pacific, northern South America,
and Central America (Xie, et al.,, 2005; Mestas-Nuiiez, et al., 2007, Wang, 2007, Wang
& Lee, 2007; Whyte, et al., 2008; Amador, et al., 2006; Amador, 2008; Cook & Vizy,
2010). During most of the year, it is possible to observe how the winds coming from the
Caribbean are recurved towards the south crossing the Papagayo Gulf and the Panama
isthmus (Chelton, et al., 2000; Xie, et al., 2005; Romero-Centeno, et al., 2007; Serra,
et al., 2010). Besides, sometimes the winds cross over Tehuantepec (Romero-Centeno,
et al., 2007) to merge with those winds from the CHOCO jet and turn to the west to reach
the Colombian coast (Poveda, et al., 2014). None of these mechanisms explaining the
curvature of the CHOCO jet can explain the turn of the winds coming from the Caribbean
jet to Colombia. Additionally, there is a low-level pressure in Panama (Called the “Panama
Low”), which could explain the main features of wind recurving in that area (Poveda,
1998). Poveda, et al. (2014) also postulated the existence of the biotic pump mechanism
in western Colombia following the Makarieva and Gorshkov hypothesis (Makarieva &
Gorshkov, 2006; Makarieva & Gorshkov, 2010).

Wang (2002, 2004) analyzed the existence of a Walker cell in northern South America.
His work describes the existence of an east-west circulation with rising air in the west
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(Northern South America) diverging to the east in the high troposphere to sink over the
colder eastern Atlantic and return to the west, which is directly associated with diabatic
heating and Hadley’s circulation cell. Poveda & Mesa (1999) and Poveda, et al. (2006)
also described the presence of strong easterly winds in the middle equatorial troposphere
traveling like a jet from the Atlantic Ocean to the Andes.

The moisture advection associated with all these winds produces copious orographic
precipitation in both flanks of the Andes, although more abundant in western Colombia.
Where precipitation largely exceeds evaporation in specific regions, a significant amount
of latent heat becomes available to influence the atmospheric circulation. Recently, Cruz
(2017) considered the dynamic and thermodynamic structure of the atmosphere heating
and its effects over Colombian climatology using the vertically-integrated diabatic
heating from NCEP-NCAR and ERA-interim reanalysis. She assumed that the latent
heating associated with condensation controls the longitudinal variation of the radiative
fluxes (Webster, 1972). One of the most relevant results of Cruz’s work is the annual
cycle of vertically integrated diabatic heating. These observations confirmed that over
northern South America, specifically in western Colombia, there is one of the most
prominent regions of diabatic heating on Earth. These observations are also consistent
with the dynamics of the outgoing longwave radiation in the region studied by Zhang, et
al. (2017) and the analysis of the thermodynamic structure of the atmosphere from ERA-
40 atlas reported by Chan & Nigam (2009). From mid-March to the end of November,
this heat source is concentrated in a specific area and has a small size in comparison with
the circulation around.

It is clear, then, that there is a sizeable diabatic heating source concentrated over
western Colombia whose presence is due to the convergence of low-level moisture toward
the Andes producing large amounts of orographic precipitation and the consequent large
amount of latent heat release from the beginning of March until the end of November.
On the west side of the heating source, there are two curvatures in the wind circulation
responsible for strong westerly winds, one in the northwest branch associated with the
Caribbean jet and the other in the southwest known as the CHOCO jet. Besides, there is
a Walker cell on the east side of the heat source, which generates easterly winds. Figure
1 shows a conceptual scheme of the pathways in the low-level circulation as described in
the literature; these pathways are similar to those proposed by Poveda, et al. (2014) and
Arias, et al. (2015).

Figure 1. Schematic diagram of the general circulation of the atmosphere in northern South America
and Mesomérica based on the review of relevant literature
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Xie, et al. (2006) considered the strong westerly winds associated with the orographic
precipitation and the high latent heat release. Also, Holton (2012) argued that the existence
of diabatic heating sources can induce large-scale circulation. Some examples are the
Walker cell and its variations (El Nifio-Southern Oscillation), the monsoon circulation,
the Madden-Julian Oscillation, and the equatorial waves (Zhang, ef al., 2017). There are
several models of this induced circulation. They are founded on the early work by Webster
(1972) and Gill (1980) whose basis, in turn, comes from a still earlier original work on the
linear equatorial wave theory (Matsuno, 1966). The main assumptions of those models
are that: (i) heating associated with the condensation of water vapor in deep convection
drives the surface winds, and (ii) linear dynamics is adequate to understand the surface
wind response to this heating.

The qualitative results of this kind of model and the documented observations on the
atmosphere’s general circulation over northern South America are consistent enough to
affirm that a set of equatorially trapped waves induced by a heating source explains the
circulation around Colombia. Developing this hypothesis is an essential step for a better
understanding of the Colombian hydroclimatology, as well as Northern South America
and Mesoamérica circulation. The present paper is organized as follows: Section 2 revisits
the rainiest place on Earth using diverse gauging stations in western Colombia; in section
3 we present the Matsuno —Webster Gill Model to propose a linear mechanism to explain
how the diabatic heating due to intense precipitation determines surrounding circulation
in response to exited equatorially trapped waves; section 4 discusses the model and how
it describes the main features of the general atmosphere circulation around Colombia and
compares the reanalysis with the simple model results; section 5 extends the linear model
to some numerical experiments on the seasonal variability of the diabatic heating; finally,
we make a brief summary and present our conclusions in section 6.

The rainiest place on Earth revisited

The town of Llord, in the department of Choco, Colombia, received 12,717 mm of average
annual rainfall from 1952 to 1958 as registered in the Lloré La Granja station (Snow,
1976) while the nearby town of Vigia de Curvaradé received 26,871 mm in 1974 (Eslava,
1974). These records surpass or are very close to those in Cherrapunji’s, India, and Mr.
Waileale’s, Hawaii, widely accepted as the rainiest locations on Earth (see Ahrens, 1998, p.
355), which led Poveda & Mesa (1998) to present Llor6 as the rainiest locality on Earth.

Llor6 La Granja station has records only for seven years and the gauge station is
no longer working. Another station located to replace it only registered 8,240 mm of
average annual rainfall during the period 1983-2018. Therefore, to select Colombia’s
rainiest recording gauge, we considered only active stations with sufficient years of
registration. Table 1 presents the annual average precipitation (P), as well as the total
maximum annual rainfall (Pmax) for some stations located in the low lands of the
Colombian Pacific coast using the official data of the Colombian Institute of Hydrology,
Meteorology, and Environmental Studies (IDEAM). We also present the first year of
records (year) and the geographic coordinates of each station. The rainiest gauge in
Colombia, and probably on Earth, is Puerto Lopez (77°14°56.3”W, 2°50°43.0”N) in
the department of Cauca with 13,159 mm/year. In the same town but in La Concha
location, we have the second rainiest gauge with 12,069 mm/year while the rain gauge
of San Antonio de Yurumangui (77°15°33.3”W, 3°15’38.4”N), in the nearby city of
Buenaventura, received 26,987 mm in 2018.

The rainiest place on Earth is not only a record; it is also a noteworthy hot spot in the
tropical circulation. A large amount of rainfall also means a large amount of latent heat
release. This heating source is originated in the convergence of low-level moisture toward
the Andes. Condensation heating appears to be the primary energy source in the tropics as
the diabatic heating associated with tropical precipitation not only drives a local response
in the atmospheric circulation but also an excitation of equatorial waves which induce
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Table 1. Mean annual rainfall and maximum annual records at different gauging stations in western Colombia

Est_code Estation name City State Lat Lon  Elevation Year Average  Maximun rainfall
(a.m.s.l) rainfall (P) (Pmax)
53070030 PTO LOPEZ Lopez de Micay  Cauca 2.85 -77.25 80 1960- 13159 22572 (1984)
53080020 La Concha Lopez de Micay  Cauca 3.17 -77.14 130 1985- 12069 20288 (1981)
11040010 Tutunendo Tutunendo Choc6 5.74 -76.54 54 1966- 10946 19468 (1981)
53080010 Yurumangui Buenaventura  Valle 326 -77.26 70 1980- 10536 26987 (2018)
San Antonio
51020010 Junin Barbacoas Narifio 1.34 -78.12 1157 1963- 9106 12125 (1974)
54020020 Novita Novita Chocd 496 -76.61 66 1966- 9020 13765 (1971)
11010010 La Vuelta Cértegui Choco 5.46 -76.55 100 1943 8741 11159 (2000)
54020080 Bebedo Medio San Juan  Choc6 4.93 -76.83 50 1973- 8724 13551 (2009)
11030010 Cértegui Cértegui Choco 5.38 -76.61 54 1967- 8264 11730 (1999)
11035010 Lloro Lloro Choco  5.50 -76.54 90 1983- 8240 10695 (1999)
11045010 Apto el Carano Quibdd Choco 5.69 -76.64 53 1947- 8128 12428 (1975)
54020060 Opogodd Condoto Choc6é  5.06 -76.65 70 1966- 8029 14157 (1999)

remote responses and large scale circulation (Holton & Hakim, 2012). For this reason,
the three-dimensional structure of the diabatic heating closely relates to the atmospheric
circulation because it not only drives the circulation, it also receives feedback from it.

The heat-induced circulation model

The Matsuno—Webster—Gill (MWG) Model

Matsuno (1966) studied the linearized shallow water equations applied to an equatorial
B-plane:
ou

at

(11,

ah
v=-g a
Ttfu=-g2 12
dh ou , ov
S+ H(SE+5) =031,
where u and v are the velocities in the x and y directions, respectively, and 4 is the small
deviation of the elevation on the top surface, the mean value of which is denoted by H.
fis the Coriolis parameter and g is the acceleration of gravity. As shown in figure S1,
https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/899/2837; the x-axis is along the
equator directing eastward and the y-axis is northward.
Here f/=py, where y is the meridional length measured from y=0 at the equator and
p=df/dy is the so-called Rossby parameter and is approximated to a constant. One can

rewrite the set of equations using the geo-potential height ¢ instead of the geometrical
height .

ou __6_¢

E_ v = ax [4]a
av __%

T fu=—2" [51.
96 | 2 (u, 9v) _
6t+c (6x+6y)_0 [61],

where c? = gH which is the square of the velocity of pure gravity waves.

Webster (1972) developed a theoretical analysis of the large-scale, stationary,
zonally asymmetric motions that result from heating and orographic effects in the tropical
atmosphere. Then, Gill (1980) using also the Matsuno (1966) equations proposed a simple
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analytical model, which explains the main characteristics of the response of the atmosphere
to concentrated diabatic heating in the tropics over a finite area. Both Webster and Gill
found that there is a significant asymmetry in the circulation at the east and west sides of
the heat source explained by solutions of the shallow waters equations in steady-state with
a forcing equivalent to a concentrated heat source.

Suppose an atmosphere at rest is perturbed by adding an amount of heat O and the
perturbation is small enough to apply the linear theory, in that case, equatorially trapped
waves describe well the response of the atmosphere. If the heating was switched on at some
initial time, Kelvin waves would carry information rapidly to the east, thereby creating
easterly winds in that region; also, winds will rise over the heat region generating a Walker-
type circulation cell. If dissipative processes were significant, the easterly winds would
reduce their speed gradually. On the other hand, switching on the heat source can also
generate a half planetary wave (or half Rossby wave) which carries information quickly to
the west. These planetary waves are much faster, three times as fast as the Kelvin waves, so
the planetary wave size is one third of the Kelvin wave, resulting in two low-level cyclones
with strong westerly winds.

When the movement occurs in the tropical region, reducing the problem to the non-
dimensional form of a shallow water equations system with thermal forcing is useful. To
that end, the units of time and length should be taken as:

T = (2Bc)~*/? [7],
a=[c/2M]I'* (8],
where a is the equatorial Rossby radius and 7'is a length of time. The following equation is

used to write the shallow water equations in a non-dimensional form introducing the non-
dimensional quantifiers denoted by an asterisk (Gill & Clarke, 1974):

y+=Y/a v =v/Cc Px = (;2¢ Q+ = (;ZQ/T'
Finally, the non-dimensional equations (dropping the asterisk) are:
N _lypy=-2 9,

X+ = x/a Ux = u/c

E 2 ox
v 1., __09¢
at +2yu T ay [10],
9 L ou  dv _
6t+6x+6y_ Q [11],

In these equations, the independent variables (x, y) represent the non-dimensional
distances with x varying eastward and y along the north with y=0 at the equator. Both u
and v are proportional to the components of horizontal velocity, and ¢ is proportional to the
geo-potential disturbance. Q is proportional to the heating rate and the signs imply that a
positive Q represents warming. Variables u, v, ¢ are measured on the surface. Equations [9]
and [10] represent the momentum equations while [11] is the continuity.

Dissipative processes need to be introduced in some way to study the response to
a stationary forcing. The most convenient ones are the “Rayleigh friction” and the
“Newtonian cooling,” in which the operator 0/0t is replaced by 6/0t + €. An even more
considerable mathematical simplification comes from assuming that ¢ adopts the same
values in all the equations; this means that ¢ represents friction in the momentum equation
and cooling in the continuity equation. Under steady flow with dissipation, the system of
equations above becomes:

Lopy=_9¢
EU—yv = —— [12],
1 _ _64)
v+ Syu = k™ [13],
du dv
S¢+a+5——Q [14].

Assuming a small ¢/ and that the forcing function is such that on the y-axis
perturbations have an order of magnitude close to one with wavelength k small, then
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2ek<< 1. This relationship implies that the east-west forcing scale (k) is much larger than to
2e. Therefore the term ev could be omitted. Then,
1 ¢
yu=—5 [15].
This simplification implies that the horizontal velocity u is in geostrophic balance with
the pressure gradient, a simplification equivalent to the long wave approximation when
analyzing the system of equations in the transitory regime. Finally, the set of equations of

the MWG model are:
1 ¢
EU— YV = —— [16],
1oy =99
Eyu - ay [17]5

ou  Ov
S¢+a+5— —-Q [18].
Besides, the vertical velocity w comes from the buoyancy equation:

w=224+0 [19].

The analytical solution of the MWG model for symmetrical heating to the equator

Assuming that the heat source is located symmetrically to the equator as shown in figure
2a, there is a neat analytical solution proposed by Gill in terms of parabolic cylindrical
functions. Since the parabolic function D(y) = exp (— iyz) is symmetric to the equator,
one can use it to define the symmetric heating source as:

Q(x,y) = F(x)D(y) Where F(x) = {goskx :i: i i

In this case, the wave number £ is

k= % [21].

When n = 0, the atmospheric response to an asymmetric heat source to the equator
generates a Kelvin wave that travels to the east as shown in the following solution:

[20].

u=¢= %qo(x)exp (—%yz)

v=20
1 1
w=- [eqo(x) + 2F (x)] exp (_Zyz)
0 x < —L
—ecoskx — k[sinkx + e"¢*+1)] <t
qo(x) = k% + g2 XIs
—k[l + e—ZSL]es(L—x)
k? + 2 x> L

Figure 2b shows Gill’s solution for n = 0 and a heating source over the equator for
L=2 and ¢=0.1. The previous solution represents a Walker circulation to the east (x>L)
with easterly winds (g, <0, u<0) which travel parallel to the equator towards the heat
source (|x|<L) where the winds rise (w>0 with a maximum x=0) and then return towards
the east in the high troposphere. The wave moves with unit celerity and dissipative rate ¢.
On the equator, there is always low pressure. However, it decreases towards the west until
reaching its minimum on the heat source. The Kelvin wave does not carry information to
the west of the heat source, so the solution for x<-L is zero.

When n = 1, the system of equations has a solution described by a half planetary wave
to the west of the heat source whose equations are:
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=

1

¢ =5 a0+ y?)exp (— yz)
1 1

u=3000% - exp (~77)

1
v = [FG) + 420,001 yexp (- 77?)

1 1
w=s [F(x) + 4q,(x)(1 + y*)] exp (_Zyz)

—k[l + e—6sL]e3s(x+L)

k2 + (3¢)? ¥<-L

q2(x) = —3ecoskx + k[sinkx — e32*~1)]
KZ + (30)? Xl =L
0 x>1L.

Figure 2c¢ shows the circulation to the west of the heat source described by the half
planetary wave.

There are some important observations about the properties of this solution:

uU=— % g (x) when y=0 and g, (x) < 0 for x<-L. Therefore, the winds are from the
west over the equator on the west side of the heating source.

Figure 2. Solution for heating symmetric about the equator for decay factor € = 0.1 and L=2 in the lower troposphere (Gill, 1980);
contours show perturbation in pressure, which is negative everywhere. a) Heat located symmetrically to the equator. b) Gill’s solution
for n = 0 - Kelvin wave. ¢) Gill’s solution for n = 1 - Rossby wave. d) Total MWG solution for the system response to a heat source

symmetric to the equator
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« u=0 for y=+\3, which means that westerly winds vanish at a distance \3 above and
below the equator. When y>V3 y and <-V3, the winds are from the east. In other words,
winds recurve to the west of the heating source, as much to the north as to the south,
generating two cyclones.

* The above inferences imply that the air is descending everywhere in the region x<-L
and is equatorward.

* Pressure decreases from the west to the east and the flow over the equator follows the
pressure differences. By thermal wind and pure baroclinic mode in the upper troposphere,
the fluxes are easterly.

The system of governing equations in the MWG model is linear, so the principle of
superposition of the solutions is applicable. The sum of the solutions associated with the
equatorial Kelvin and Rossby waves generates the total flow in response to a constant
heating source such as that found in the western portions of the tropical ocean basins. Figure
2d shows the total MWG solution for the system response to a heat source symmetric to
the equator for e=0./ and L=2. In the figure, the winds are westerlies on the west side of
the heating source and easterlies on the east side. Notice that there is an ascending motion
over the heating zone. Also, the shape of the rising air area is similar to that of the forcing
region. There is subsidence outside the heating region, especially to the west. The pressure
is negative on all sides with a minimum over the heat source. The pressure to the west of
the forcing region is relatively high at points farther from the equator.

Examining the meridional flows over the heating region at the limit when & tends
to 0, it is evident that v=0. This implies that the flow is longitudinal with no meridional
component east of the heating zone. For the Rossby wave to the west, we have:

1
v = yF(x) exp (— Zyz).

Therefore, v decays exponentially away from the equator. However, perhaps the most
exciting feature revealed by the above equation is that v>0 for y>0, which is a flow to the
north while for y<0, v<0 the flow is to the south. These signs mean that the low-level flow
is poleward out of the heating zone. Besides, w>0, so the conjunction between v with w
components generates a flow over the heating source that is upward and outward creating
a vortex tube.

The conceptual scheme in figure S2, https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/
article/view/899/2838; presents the MWG solution with easterly winds to the east side of
the heat source and strong westerly winds to the west. There is a poleward divergence flow
over the heating zone in the lower troposphere. Meteorologically, easterly and westerly
winds transport cold air towards the heating zone and, then, the wind will return towards
east/west in the high troposphere according to the thermal wind relationship. Strong easterly
winds associated with two anticyclones in the upper troposphere (300 hPa) compensate
the two cyclones associated with strong westerly winds in the low-level troposphere (850
hPa). Similarly, at the east side of the heat source, low-level easterly winds are balanced by
westerly winds associated with weak cyclonic circulation in the upper troposphere. In light
of these results, it is much simpler to understand the response of the upper troposphere to
a heat source dynamically formed in lower levels.

The numerical model of tropical circulation in northern South America

Figure 3a shows MWG’s numerical solution for heating symmetrical to the equator located
at 77°W scaled on a map of the Americas using a numerical approximation of central
finite differences scheme to solve the linear system of equations under the steady-state
conditions. One can notice a Walker circulation over the tropical Atlantic and the Orinoco
and Amazon basins with easterly winds that travel parallel to the equator toward the heat
source where the winds ascend (w>0 with maximum x=0) and then return to the Atlantic
in the high troposphere. On the west side of the heat source, two cyclones generate strong
westerly winds, one of them located to the north-west, which forces the flow to cross
Central America recurving to northern South America and there is also another similar
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recurving from the Peruvian coast. Winds rise on the heat source by a vortex tube that
directs the winds poleward in the high levels of the troposphere. On the upper troposphere,
there are two anticyclones which generate westerly winds to the west of the heat source.
All those features of the MWG model match with the observations in the literature review.

Using the MWG’s solution we could integrate into a single physical framework all
the previous analysis of the atmospheric circulation over northern South America. Among
other things, this theoretical framework provides:

(i) A new explanation for the Caribbean jet recurving (not explained until now).

(il) A reinterpretation of the re-curvature of the winds coming from the Peruvian
coasts (the so-called CHOCO Jet) using a new reason not related by Stenrud’s mechanisms.

(iii) A connection between these two with the existence of a Walker cell between the
tropical Atlantic and the north of South America.

The analysis of the annual diabatic heating cycle presented by Cruz (2017) shows
that the heat source is usually at 4°- 5° N from mid-March to mid-November. Therefore,
to have a more realistic condition of the circulation in northern South America, we should
solve the problem associated with a heat source positioned to the north but close to the
equator. We simulate asymmetric heating located at 4°-5°N represented by a meridional
displacement of +0.9 in y in the non-dimensional model as presented in figure 3b.

The heat source is still close to the equator and many of the patterns observed in the
symmetric forcing circulation are preserved, for example, the winds on the eastern flank
remain almost intact preserving most of the features of Walker’s cell with a slight reduction
in the maximum value of the easterly winds. The most significant changes occur on the
west side of the heating zone in the circulation associated with the planetary wave. Both
cyclones are still present but that to the north-west of the heating source is strengthened by
decreasing the pressure values in its center of action (decreases by 50%) while the cyclone
to the south-west weakens due to an increase in pressure of 30%. These changes generate a
slight increase in the magnitude of the westerly winds (5%) and a slight reduction in vertical
velocity; an increase in the outflow from the heat source with preference to the north in the
low-level troposphere can also be observed.

Figure 3. Low-level atmosphere’s general circulation over northern South America associated with: a) Left panel: A heat source symmetric
to the equator located at 78°W using ¢ = 0.1 and L = 2. b) Right panel: a heat source located at 4°N using ¢ = 0./ and L =2
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Scaling a map of the Americas on the numerical solution of the MWG model, it is
possible to notice that the intense cyclone located north-west of the heat source should be
positioned over Panama creating the “Panama Low” while the southwest has its center of
action over the equator; both cyclones are responsible for generating strong westerly winds
between 4° and 5°N. In the east of the heating zone, there are easterly winds from the
tropical Atlantic crossing the north of the Amazon and the Orinoco basin before reaching
the Andean mountain range and the diabatic heating source. Another interesting result is
that the magnitude of the easterly winds located in the north of the cyclone on Panama
increases by 23%. This intensification would imply that the high velocities in low levels
of the atmosphere associated with the Caribbean Jet from April to November could be also
associated with the asymmetric location of the heating source above the equator.

Figure 4 shows a conceptual scheme of the general circulation of the atmosphere
based on the results obtained for a heat source located north of the equator. The graph omits
the existence of weak anticyclones. In contrast with the intense cyclone at a low level (the
Panama Low), there should be a strong anticyclone at high levels of the troposphere by
thermal wind compensation (fist baroclinic mode). Besides, strong easterly winds in the
upper troposphere compensate those from the west in the lower atmosphere. There is a
Walker circulation with easterly winds in 850hPa and westerly winds over 300 hPa; also,
there is a divergence of the low-level winds from the source of heat present towards the
north, which must be compensated in the upper troposphere by winds towards the south.

Areview of the general circulation in the low (850hPa) and high (300 hPa) troposphere
over northern South America confirms the previous conceptual scheme of the MWG
circulation for which we draw the streamlines of the wind fields of the ERA-interim
reanalysis. Figure 5 shows an intense cyclone over Panama and a slightly weaker one on
the equator; together those cyclones generate strong westerly winds on the western flank
of the Andes. On the east side of the heating source, easterly winds go from the Atlantic
to the eastern flank of the Andes mountains, most of them running parallel to the equator.
In the upper troposphere, two anticyclonic circulations are evident, the first over Central
America and the second over Bolivia (Bolivia High). The upper tropospheric anticyclone
over Central America follows the conceptual scheme described in figure 4 with strong
easterly winds to the west of the heat source and winds from west to east.

Figure 4. Schematic diagram of the general circulation of the atmosphere in northern South America
and Mesoamerica using the heat-induced circulation
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The sensitivity of the MWG-type circulation to longitudinal and latitudinal heating or
cooling sources

Figure S3, https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/899/2839; presents
the annual cycle of the total column-diabatic heating taken from the ERA-40 Atlas. For
its estimation, all the components of the energy balance in the residual thermodynamic
equation were considered; therefore, its values are higher than those presented by Cruz
(2017). The idea was to determine the order of magnitude of diabatic heating (positive) or
cooling (negative) sources around Colombia to simulate different scenarios.

Several studies have affirmed that the westerly winds on the Eastern Pacific arise from
the sea surface temperature differences between Pert and Colombia’s coasts (Poveda &
Mesa, 1999, Poveda, ef al., 2006; Poveda, et al., 2014). This argument follows Stensrud’s
(1996) mechanisms to explain the low-level jet but our analysis suggests the importance of
considering the circulation’s sensibility to other latitudinal cooling/heating zones.

This problem is similar to one developed by Gill (1980) when studying the response
of the tropical atmosphere to an asymmetric forcing, i.e., a heat source north of the equator
and cooling to the south. This scenario generates cross-equatorial winds that curve towards
the heat source, like in the case of the Indian monsoon during the boreal summer. However,
this analytical solution implies that there is no flow on the eastern side of the heat source
and the response is limited to the west. If these arguments were correct, they would imply
that a cold source over Pertl with the same magnitude as the Colombian heat source would
affect the easterly winds and Walker’s cell but not the westerly winds. This question is just
a theoretical introduction to a problem that needs further consideration.

We need the main features of the velocity and surface pressure fields to perform
some basic numerical experiments. Let us denote Uw, _as the maximum westerly wind
speed; Ue  is the maximum easterly wind speed at the east of the heat source; Ue,
corresponds to the maximum value of the easterly winds on the cyclone located north-
west of the heat source; P, and P, are minimum values of the pressure of the cyclones
located north-west and south-west of the heat source, and W represents the maximum
value of vertical velocity.

Figure 5. Average multiannual circulation in northern South America using the ER A-interim reanalysis
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The diabatic heating fields presented by ERA-40 Atlas (Figure S3, https://www.
raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/899/2839) show that the magnitude of the
heat source over Colombia is much higher than the cooling on the Peruvian coast with
heating values higher than +800 W/m? while the magnitude of the Pacific Ocean cooling
in front of Perq is less than -150 W/m?. Being generous, the ratio between the two could
be 1: -0.2. Figure 6 shows the results of the simulation of this scenario (case 1), and table
2 contains the numerical results. The magnitude of the westerly winds does not depend
on the gradient of temperatures between the coasts of Colombia and Perti, but the Walker
circulation would be a highly sensitive circulation if there were cooling sources near Perti
because easterly winds reduce its magnitude in about 17% (from -0.96 to -0.80).

Although the Pacific Ocean in front of Pert is quite cold, this does not imply the
existence of a concentrated cooling zone on this region; in fact, the existence of the
Southeast Pacific Subtropical Anticyclone off the coast of Chile and close to the Atacama
Desert suggest that this area is the correct location of the subsidence zone. Case (2)
presents an analysis of sensitivity to the southern location of cold zones in the MWG
model according to the magnitude and location along the extratropical anticyclones. The
results show that the influence of extratropical cold zones upon the circulation in northern
South America is almost nil.

Other analyses (not shown here) explain what happens when there is another heating
source in front of the coasts of Perti. In that case, the westerly winds associated with the
two anticyclones would be located south of the equator between the two warming zones

Figure 6. Comparisons of the circulation in northern South America for different cases: Diabatic
heating source located at 4°N (Case 0); diabatic heating source located at 4°N and a cooling zone
on Pert (12 ° S) with a 1: -0.2 relation (Case 1); diabatic heating source located at 4°N and cooling
zones on the extra-tropical anticyclones (Case 2)
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generating intense precipitations on the western side of the Andes close to the Equator and
Peru. The result is a decrease in the magnitude of the westerly winds entering Colombia
and an increase of the speed of the easterly winds on the eastern flank of the Andes. These
anomalies usually occur during a coastal El Nifio event (Takahashi & Martinez, 2017).

Different macro-climatic events at different time scales can generate diabatic heating
or cooling anomalies over the Pacific. The MWG model also helps to explain the response
of the atmosphere to these scenarios. As an exercise, we proposed to locate other heat or
cooling sources over the central Pacific in the same way and magnitude as that located over
Colombia. These exercises are of particular interest because they resemble what happens
during El Nifio, La Nifia, or other events on the Pacific.

Table 3 and figure 7 show the main parameters of the numerical experiments. The
first observation is that the presence of an additional heating source over the central
Pacific (case 3) produces a reduction in westerly winds of 25% from 2.44 to 1.84 while the
easterly winds to the east of the original heat source increase by 50%. In this case, there is a
weakening of the two anticyclones and a strengthening of the easterly winds on the eastern
side of the Andes, which explains rainfall increase during El Nifio events in those areas
while the rest of Colombia is under dryer conditions. These observations were explained
by Wang (2004) who demonstrated how the Walker cell over the Atlantic extends to the
eastern Pacific under El Niflo conditions due to the increase of easterly winds in the low
and medium levels of the troposphere. Over the rest of Colombia, the vertical velocity is
reduced by decreasing the buoyancy, facilitating the spatial acceleration of the wind in the
middle troposphere levels, and generating a significant reduction in precipitation over the
Andean region.

Case 4 corresponds to the location of a cooling zone on the central Pacific Ocean; the
effects are contrary to case 3. There is a 20% increase of the westerly winds and a 50%
weakening of the easterly winds while the vertical velocity increases significantly creating
convergence and precipitation.

Another interesting feature of Central America and northern South America clima-
tology is the existence of the Veranillo de San Juan or Canicula, also known as summer
drought. This reduction of the precipitation during June, July, and August comes from “so
far unexplained causes” (Poveda, ef al., 2006). One possible explanation is the Eastern
Pacific Warm Pool, which reaches maximum temperatures during the boreal summer
(Magaiia, et al., 1999; Wang, 2004; Xie, et al., 2005). The increment in the magnitude of
the wind current in the Caribbean Jet could also play a role.

Table 2. Numerical experiments for cases: 1) Diabatic heating source located at 4 ° N and a cooling
zone on Pertl (12 ° S) with a 1: -0.2 relation and 2) diabatic heating source located at 4 ° N and
cooling zones on the extra-tropical anticyclones

Forcing Uw Ue Ue w P P

max max 2 max 1 2
Case 0 (Control) 2.44 -0.96 -0.70 0.86 -2.32 -1.09
Case 1 2.40 -0.83 -0.93 0.84 -2.27 -0.90
Case 2 241 -0.84 -0.93 0.84 -2.23 -0.89

Table 3. Numerical experiments for another heating (case 3) or cooling (case 4) source over the
tropical Pacific Ocean

Case Uw Ue Ue w P, P

max max 2 max 1 2
0 2.44 -0.96 -0.70 0.86 -2.32 -1.09
3 1.84 -1.44 -0.74 0.80 -2.52 -1.55
4 3.04 -0.49 -0.32 0.91 -2.14 -0.63
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Figure 7. Comparisons of circulation in northern South America considering different scenarios.
Case 0: Diabatic heating source located at 4 ° N; Case 3: Diabatic heat source located at 4 ° N and
another with the same magnitude on the Central Pacific; Case 4: Diabatic heat source located at 4°N
and a cooling zone on the Central Pacific

When analyzing the total vertically-integrated diabatic heating in the ERA 40 Atlas,
one notes the development of another heating zone associated with the Eastern Pacific
Warm Pool. Indirectly, the location of this additional heat source may have similar effects
to those of case 3 in the previous analysis. The consequences are already known: the
westerly winds entering Colombia from the Pacific reduce and the in easterly winds from
the east increase. In fact, during the Andean summer drought, the eastern flank of the
Andes presents the highest rainfall in response to the increase in easterly winds and the
heat source could probably move towards the eastern Pacific reducing the ascent of air over
Colombia. The strengthening of the easterly winds in the mid-level troposphere produces
moisture divergence over the Colombian Andean region thus decreasing precipitation.

Conclusions

The heat-induced tropical circulation model proposed by Matsuno-Webster-Gill represents
a physical explanation of the general circulation of the atmosphere in northern South
America and Mesoamerica and changes the paradigm for understanding hydroclimatology
in Colombia and its surroundings.

This new explanation of Colombia’s hydroclimatology is remarkable because the
physical principles of a heat-induced circulation could be applied to different time scales
of the geophysical fluid dynamics (at daily, intra and inter-annual scales, and to climate
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change). On the other hand, the linear approximation is potent: it allows superposition
exercises without limit, positive and negative sources, time dependence, and all can be
constructed from linear solutions tables. Also, we can deconstruct the circulation to have a
better understanding than the one presented here.

The heat source over western Colombia produces a strong low-level westerly inflow
because a half planetary wave propagates over Mesoamerica and the far Eastern Pacific
generating two cyclonic flows. This wave is an excellent feedback example between
westerlies and latent heating on west-facing mountain slopes. According to this explanation,
winds from the Caribbean Sea and the Peruvian coast recurve towards Colombia giving
rise to the rainiest region on Earth. Since heating sources drive westerlies, this feedback
process is inevitable. On the east side of the heating source, a Kelvin wave generates low-
level easterly flow from the tropical Atlantic Ocean and the Northern Amazon and Orinoco
basins in a Walker type circulation.

The asymmetrical location of the diabatic heating (4-5° N) increases the magnitude
of the north-western cyclone and the low-level pressure over Panamé becomes stronger.
For this reason, we can conclude that the asymmetric diabatic heating location forces the
“Panama Low.” With the thermal wind compensation and the first baroclinic mode, there
is also a strong anticyclone in the upper atmosphere over Central America.

This type of circulation is highly sensitive to the appearance of other latitudinal or
longitudinal sources of cooling or heating. In this sense, we can conclude that the magni-
tude of westerly winds does not depend on the gradient of temperatures between the coasts
of Colombia and Peru. However, the Walker circulation is highly sensitive to the presence
of a cooling source near Pert.

At seasonal scale, warming in the Pacific Ocean generates an acceleration of easterly
winds leading to a reduction in the continental convection and increases the divergence in
the easterly winds over some regions, which translates into a dry season with a significant
reduction in precipitation. On the eastern flank of the Andes mountain range, the acceleration
of the easterly winds implies greater orographic and low-level convergence, increasing the
precipitation in the area. From the annual perspective, the position of heating or cooling
zones to the west of the heat source, which according to the MWG model generates a
response comparable to that of the north winds from South America, explains events such
as El Nifo or La Niia.

To summarize, the diabatic heating and its anomalies (both negative and positive)
associated with the rainiest place on Earth are really the drivers of circulations over
Colombia and its neighborhood with a pervasively forced flow (everywhere); the planetary
and Kelvin waves are “characteristic” or “caustics” creating information pathways which,
in turns, dominate the low lever an upper-level winds fields.

Supplementary figures

Figure S1. Shallow water model and coordinates. Source: Matsuno (1966). See the figure
S1 en https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/899/2837

Figure S2. Baroclinic response of the heat source placed on the Equator, rotation case
(following MWG’s solution). See the figure S2 en https://www.raccefyn.co/index.php/
raccefyn/article/view/899/2838

Figure S3. Column-integrated heating. ERA-40 Atlas. https://software.ecmwf.int/static/
ERA-40 Atlas/docs/section_C/parameter cih.html. See the figure S3 en https://www.
raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/899/2839
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Resumen

La presencia masiva (18 y 52 %) de sillimanita (Sil) en esquistos y cuarcitas de la unidad Esquistos
del Silgara en los sectores del cerro La Ventana y la cuchilla Frailejones es un caso tinico en el macizo
de Santander en la cordillera Oriental de los Andes colombianos. En estas rocas se han reconocido
dos tipos de sillimanita: Sill, de la variedad fibrolita o prismatica, y Sil2, de la variedad fibrolita
(que se desarrolla en forma radial asociada con cuarzo). La asociacion del pico metamorfico consiste
en biotita+tmuscovita+cuarzot+plagioclasatsillimanital con la formacion de abundante sillimanita
de la variedad fibrolita permitié determinar las siguientes condiciones: T=650-720 °C y P=5,5-6,9
Kb. Estas condiciones sugieren que las rocas sufrieron un gradiente metamoérfico de cerca de 32 °C/
Km, tipico de un metamorfismo barroviano. La Sil2 se form6 en una etapa ligeramente posterior al
pico metamorfico en un ambiente menos deformado y posiblemente por el efecto termal debido al
emplazamiento de ortoneises del Ordovicico Tardio. Las caracteristicas geoquimicas evidencian que
el protolito de estos esquistos y cuarcitas fueron pelitas asociadas con un margen continental activo.

Palabras clave: Sillimanita; Esquistos; Cuarcitas; Cerro La Ventana; Macizo de Santander; Colombia.

Abstract

The massive occurrence (18 and 52%) of sillimanite (Sil) in schists and quartzites of the Silgara
Schits Unit in Cerro La Ventana and La Cuchilla Frailejones sectors is a unique case in the Santander
Massif, Eastern Cordillera of the Colombian Andes. Two types of sillimanite were recognized:
Sill of the fibrolite and/or prismatic variety and Sil2 of the fibrolite variety (which developed in
a radial form associated with quartz). The association of the metamorphic peak consists in bioti
te+tmuscovitet+quartz+plagioclase+sillimanite 1 with the abundant formation of sillimanite of the
fibrolite variety allowed determining the following conditions: T=650-720 °C and P=5.5-6.9 Kb.
These conditions suggest that the rocks suffered a Barrovian metamorphism. Sil 2 was formed in
the slightly metamorphic post-peak stage in a weak deformation environment and possibly by the
thermal effect produced by the ortogneisses emplacement during the Late Ordovicic. The geochemical
characteristics evidence a sedimentary pelitic protolith for the schists and quartzites that formed an
active continental margin.

Keywords: Sillimanite; Schists; Quarzites; Cerro La Ventana; Santander Massif.

Introduccion

La sillimanita es un mineral caracteristico de metapelitas de alto grado de metamorfismo
(debido a altas temperaturas), que aparece en la parte alta de la facies anfibolita y es estable
en la facies granulita, incluso en condiciones de metamorfismo de temperatura ultra alta
(Best, 2003). En este articulo se presentan los resultados de los estudios realizados en rocas
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de la unidad Esquistos del Silgara para la deteccion de la presencia masiva de sillimanita.
La aparicion inusual de sillimanita (que alcanza un 52 % de contenido modal en algunos
litotipos) se registro6 en la parte central del macizo de Santander (MS), cerca de la localidad
de Ranchadero, municipio de Santo Domingo de Silos (Norte de Santander), sector del
cerro La Ventana. En esta zona los Esquistos del Silgara se presentan en contacto con la
falla de Ventanas y con la unidad Ortoneis.

La sillimanita en la unidad Esquistos del Silgara se ha reportado en los sectores
suroeste, central y oriental del macizo de Santander (Rios & Garcia, 2001; Rios, et al.,
2003; Garecia, et al., 2005, Castellanos, et al., 2008). Rios & Garcia (2001) reportaron
por primera vez en este macizo la presencia de los tres polimorfos de ALSiO, (sillimanita,
cianita y andalucita) en una metapelita compuesta, ademads, de cuarzo, plagioclasa, mus-
covita, biotita y estaurolita como minerales principales, y una cantidad menor de granate y
minerales opacos. Los minerales accesorios son la turmalina, el apatito y el circon, en tanto
que la clorita y la sericita aparecen como minerales retrégrados. Las relaciones texturales
indican la coexistencia de andalucita y cianita, en tanto que la sillimanita se form6 en
una etapa posterior a expensas del granate. Rios, et al. (2003) definieron en la franja de
Pescadero-Aratoca, al suroccidente del macizo, la zona de la sillimanita con la aparicion de
este mineral en esquistos con cuarzo, estaurolita, granate, muscovita y biotita. La sillimanita
estd asociada con el cuarzo y la muscovita como agregados de fibrolita. El granate y la
estaurolita presentan evidencias de disolucion. Otros minerales son la turmalina, el apatito,
el circon y los opacos. Las temperaturas (T) obtenidas en estas rocas fueron de 660 a 700
°Cy la presion (P), de 5,5 a 7,2 kb.

Hacia el norte y noreste de la cuchilla de Frailejones, Garecia, ef al. (2005) reportaron
la presencia de sillimanita de la variedad fibrolita y prismatica. Castellanos, et al. (2008)
describieron en los esquistos peliticos aflorantes al suroeste de su area de estudio una
asociacion mineral de cuarzo, plagioclasa, biotita y muscovita con sillimanita de la variedad
fibrolita, la cual se desarrolla a la manera de agregados fibrosos, reemplazando la biotita,
la mica blanca y la cianita. También ocurre en reemplazo de los bordes de la estaurolita o
como inclusion en el cuarzo, la plagioclasa y las micas.

Rios y Castellanos (2015) estudiaron una secuencia metamorfica de los Esquistos
del Silgara en la region de Hacari, Norte de Santander, estableciendo un metamorfismo de
tipo Buchan por la presencia de andalucita, cordierita y sillimanita como la fase de mas
alta temperatura. Esta secuencia estaria relacionada con el emplazamiento de plutones del
Jurésico-Triésico.

Se puede afirmar, entonces, que la sillimanita es un mineral comun en metapelitas
de la unidad Esquistos del Silgara en diferentes sectores del macizo de Santander y bajo
condiciones de facies anfibolita. Sin embargo, la presencia masiva de sillimanita, que en
algunas rocas alcanza hasta el 52 % de contenido, en el cerro La Ventana y en cuchilla
de Frailejones es Unica; esta presencia masiva también se registra en franjas delgadas de
metapelitas bordeadas por cuerpos de ortoneises. Con el proposito de estudiar este mineral,
se adelantaron trabajos de campo de exploracion petrografica y geoquimica, analisis con
el microscopio electronico de barrido (SEM) y calculos termobarométricos mediante
pseudosecciones.

Marco geologico

El macizo de Santander estd localizado al norte de la cordillera Oriental de los Andes
colombianos y forma el margen sureste del Bloque Triangular de Maracaibo. Se caracteriza
por ser estructuralmente un bloque levantado, limitado en el margen occidental por el
Sistema de Fallas Bucaramanga — Santa Marta con una tendencia norte-norte-occidente
(Van Der Lelij, et al., 2015), y en el margen oriental por el Sistema de Fallas Pamplona
— Cubogon — Mercedes (Gareia, et al., 2005). Las foliaciones en el macizo de Santander
presentan una tendencia norte-sur, que tiende a ser paralela al eje de la cordillera Oriental
(Garecia, et al., 2005).
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El basamento cristalino del macizo de Santander comprende rocas metamorficas de
origen sedimentario e igneo de edad entre el Precambrico y Paleozoico, intruidas por rocas
igneas de edad correspondiente al Silurico, Triasico a Cretacico y Mioceno (Goldsmith,
et al., 1971 y Mantilla, et al., 2013). Las unidades metamorficas del macizo son: Neis de
Bucaramanga; Esquistos del Silgara (s.s); Esquistos del Chicamocha, nombre asignado
por Mantilla, ef al., 2016 a los esquistos aflorantes al suroccidente del macizo en la
franja Pescadero-Aratoca; Ortoneis, y Filitas de San Pedro (Ward, ef al., 1973; Royero
& Clavijo, 2001; Mantilla, et al., 2016). Otros autores también han reportado rocas de
bajo grado de metamorfismo, como las metasedimentitas de Guaca — La Virgen (Royero
& Clavijo, 2001), la Formacion Floresta Metamorfoseado y la Mogotes (Moreno, et al.,
2005). La descripcion detallada de estas unidades metamorficas se ha abordado en estudios
como el de Garcia, et al. (2005), Mantilla, et al. (2016), Garcia, et al. (2017), y Garcia,
et al. (2019), entre otros.

La zona de estudio esta localizada cerca al corregimiento Ranchadero, del departa-
mento de Norte de Santander, en la cuchilla de Frailejones y el cerro La Ventana (Figura
1). En este sector afloran rocas de la unidad Esquistos del Silgara a manera de dos franjas
alargadas en direccion noreste (NE). Estas rocas estan en contacto fallado cubierto (dos
fallas inferidas y la falla de Ventanas) con la unidad Ortoneis siguiendo la direccion noreste
de las franjas alargadas.

Metodologia

El trabajo de campo consistié en la descripcion de la presencia de la sillimanita en rocas
de los Esquistos del Silgara. Se estudiaron, asimismo, las caracteristicas estructurales,
texturales y mineraldgicas y la relacion de campo con la unidad Ortoneis. Los estudios
incluyeron muestreos (Figura 1).

Los estudios petrograficos se adelantaron en el laboratorio de petrografia de la
Universidad Industrial de Santander con el microscopio triocular Leica DM750POL.
Las abreviaturas usadas en la descripcion de los minerales son las propuesta por la sub-
comision en rocas metamorficas (SCMR 2007) de la Union Internacional de Geociencias
(Siivola, ez al., 2007). Los analisis geoquimicos se hicieron en los laboratorios de Bureau
Veritas en Canada. Los elementos mayores se determinaron por fluorescencia de rayos
X. Las trazas y tierras raras se analizaron mediante espectrometro de masas con plasma
acoplado inductivamente (ICP-MS). El limite de deteccion para los elementos mayores
se fij6 en 0,01 % de peso y 0,1 y 0,01 ppm para los trazas y tierras raras. El laboratorio
uso las muestras estandar STD OREAS45E, STD OREAS25A-4A, STD OREAS184,
STD SY-4(D), STD OREAS45E, STD OREAS25A-4A, y QUARTZ MDE, QUARTZ
MDE, como blancos. Los datos obtenidos se procesaron con el programa Geochemical
Data Toolkit (GCDKkit), version 6.0 (JanousSek, et al., 2019) de descarga gratuita en
http://www.gcdkit.org/download.

Los analisis por microscopia electronica de barrido (MEB) se realizaron en un equipo
Field Emission Gun (FEG) (Quanta™ EG 650) en el Parque Tecnologico de Guatiguara-
UIS. Las iméagenes se tomaron en alto vacio y voltaje de aceleracion de 20 kV. Las ima-
genes de electrones secundarios se obtuvieron con el detector Everhart Thornley (ETD)
para observar la morfologia, y las de electrones retrodispersados con un detector de tipo
SSD para observar variaciones de composicion. Los datos quimicos semicuantitativos se
analizaron con un voltaje de aceleracion de 20Kv y un detector Edax Apolo X con una
resolucion de 126.1 eV (en. Mn Ka) para los analisis de espectroscopia por energia de
dispersion con el programa EDX Genesis.

Los calculos termobarométricos se hicieron con el método de pseudoseccion
mediante el programa Theriak-Domino, v. 04/02/2017 (Capitani & Petrakakis, 2010) y
la base de datos termodinamica JUN92d.bs de Berman (1988). Se construyeron los dia-
gramas para el sistema TiIMnNKFCMASH (TiO,, MnO, Na O, K O, FeO, CaO, MgO,
ALO,, SiO, y H,0).
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Figura 1. a) Localizacion geografica del macizo de Santander en los Andes colombianos. b) Mapa geologico simplificado del macizo de
Santander indicando la zona de estudio (modificado de Garcia, et al., 2019). ¢) Mapa geoldgico de la zona de estudio (base topografica

modificada de Google Earth, 2019).
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Petrografia

Los Esquistos del Silgarad estan constituidos por rocas metapeliticas que afloran en los
denominados cerro La Ventana y cuchilla de Frailejones. En las margenes del rio La
Plata, en el cerro La Ventana, afloran cuarcitas muscoviticas con sillimanita, esquistos
sillimaniticos y esquistos muscoviticos cuarzosos con cianita y sillimanita, y en la cuchilla
de Frailejones predominan esquistos cuarzo-micaceos con sillimanita. La presencia de
sillimanita en esta unidad ha sido reportada por Garcia, ef al. (2005) en las muestras
PCM-965 y PCM-972 al norte de la cuchilla de Frailejones. En este estudio se diferencian
dos (2) tipos de sillimanita: Sill, de la variedad fibrolita o prismatica (resultado del
reemplazo de la biotita) y Sil2, de la variedad fibrolita (que se desarrolla en forma radial
desde el nucleo de cuarzo).

Las cuarcitas muscoviticas con sillimanita (muestra E3-M1) son de color gris a
blanco con tonalidades amarillas y grano de tamafio medio. Se caracterizan por exhibir
Sil2 en el nucleo de individuos de cuarzo, son débilmente foliadas y su asociacion mineral
es: cuarzo+muscovitat+biotita+sillimanita2; textura principal lepidogranoblastica.

Los esquistos muscovitico-cuarzosos con cianita y sillimanita (muestra E8-M1) son
de color gris con tonalidades amarillas y tamafio de grano fino a medio. Se caracterizan
por la coexistencia de cianita y sillimanita asociadas con muscovita que define la foliacion
de la roca. La textura principal es lepidogranoblastica y su asociacion mineral es: cianitat+
sillimanital+cuarzo+muscovita, y posteriormente sillimanita2 (tardia).

Los esquistos sillimaniticos (muestra E9-M1) son de color marrén claro con bandas
grises y blancas de sillimanita (fibrolita que reemplaza biotita), y tamaiio de grano muy fino.
Su foliacion S_ esta definida por los agregados de biotita y sillimanita. La textura principal
de estas rocas es granolepidoblastica y su asociacion mineral es: biotita+muscovita+cuarzo
+plagioclasa+tsillimanital.

Los esquistos cuarzo-micaceos con sillimanita (muestra E14-M1) son de color gris
oscuro con bandas blancas de sillimanita (fibrolita que reemplaza la biotita) y tamafio de
grano muy fino a fino. Presenta evidencias de disolucion en granate y biotita. La textura
principal es granolepidoblastica y la textura local es poiquiloblastica. La asociacion
mineral es: cuarzo+biotita+muscovitatplagioclasa+tgranate+sillimanital.

Litoloégicamente, el ortoneis estd compuesto principalmente por rocas cuarzo-
feldespaticas y rocas metapeliticas. En el flanco oeste de la cuchilla de Frailejones predo-
minan ortoneises cuarzo-feldespaticos con biotita y ortoneises biotiticos con hornblenda,
en tanto que en el flanco este los ortoneises son muscoviticos; la zona entre la cuchilla de
Frailejones y el cerro La Ventana esta constituida por ortoneises biotiticos.

Los ortoneises cuarzo-feldespaticos con biotita son de color rosado con tonalidades
de grisiceas a marrdn claro y tamafio de grano medio a grueso; se caracterizan por estar
débilmente foliados y su asociacion mineral es: cuarzo+ortoclasat+plagioclasa+biotita; la
textura principal de estas rocas es lepidogranoblastica y localmente tiene texturas pertitica
y mirmequitica.

Los ortoneises cuarzo-feldespaticos con hornblenda son de color rosado con porfi-
doblastos de color negro a verde oscuro, y el tamafio de grano varia de medio a grueso;
son débilmente foliados y su asociacion mineral es: ortoclasa+cuarzo+plagioclasa+hornb
lenda+biotita; es comlin encontrar los cristales de hornblenda acompafiados de titanita y
rodeados por biotita. La textura principal de esta roca es lepidogranoblastica y localmente
son de textura nematogranoblastica.

Los ortoneises muscoviticos son de color rosado con tonalidades grisaceas y porfido-
blastos negros, tamafio de grano variable de medio a grueso y localmente exhibe tamafio
de grano fino. A diferencia de los ortoneises cuarzo-feldespaticos, estos se caracterizan por
presentar una foliacion Sn bien desarrollada. Su asociacion mineral es: cuarzo+muscovita+
biotitatplagioclasa. La presencia de muscovita en estas rocas genera tonalidades grisaceas
en los ejemplares y su desarrollo puede asociarse con la intrusién de un cuerpo diferente
de caracteristicas mas basicas (enriquecido en Al y K).
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Geoquimica

La geoquimica de roca total en launidad Esquistos del Silgara se determind en tres muestras:
esquisto muscovitico cuarzoso con cianita y sillimanita (E8-M1), esquisto sillimanitico
(E9-M1) y esquisto cuarzo-micaceo con sillimanita (E14-M1). La composicién geoquimica
de estas rocas se presenta en la tabla 1. Los esquistos de las muestras E9-M1 y E14-M1
corresponden a metapelitas muy enriquecidas en AL O, (22,39 y 20,01 wt.%) con cantidades
muy similares de SiO,. La muestra E14-M1 estd mas enriquecida con Fe O total, MgO y
K,0 (11,52, 3,25 y 5,02 wt.%, respectivamente) como resultado de los mayores contenidos
de biotita, muscovita y granate (Tabla 2). El esquisto muscovitico cuarzoso con cianita y
sillimanita de la muestra E8-M1 es mas cuarzoso y presenta contenidos altos (83,39 wt.%)
de SiO, y bajos (6,38 wt.%) de ALO,.

Las caracteristicas geoquimicas de las rocas metasedimentarias pueden emplearse para
conocer el grado de meteorizacion de la roca parental y la proveniencia y el ambiente
tectonico de formacion. Para conocer la paleometeorizacion se us6 el indice quimico de
alteracion (CIA= [ALO,/(Al,0,+CaO+Na O+K, O)] x 100) de Nesbitt & Young (1982).
Los esquistos estudiados evidencian un intemperismo alto del protolito con indice de
alteracion de 77,23 (muestra E14-M1), 79,85 (muestra E8-M1) y 84,91 (muestra E9-M1),
valores con tendencias similares (CIA=75,30) al promedio de las rocas sedimentarias
posarqueanas de Australia (Post-Archaean Average Australian Shale, PAAS) (Taylor
& McLennan, 1985), pero muy superiores al de la corteza superior continental (Upper
Continental Crust, UCC) de Taylor & McLennan, 1981 (CIA=56,93) (Tabla 1).

Tabla 1. Composicion quimica de los Esquistos del Silgara. Los mayores se expresan en porcentaje de peso de 6xidos (%) y los trazas en
partes por millon (ppm).

Muestra E8-M1 E9-M1 E14-M1 PAAS uccC
Litologia Esquisto muscovitico cuarzoso con Esquisto Esquisto cuarzo-micaceo

cianita y sillimanita sillimanitico con sillimanita
SiO, 83,39 58,73 56,00 62,80 66,00
TiO, 0,50 0,90 1,47 1,00 0,50
ALO, 6,38 22,39 20,01 18,90 15,20
Fe,O, 6,12 8,17 11,52 7,22 4,50
MnO 0,02 0,08 0,21 0,11 0,08
MgO 0,13 2,37 3,25 2,20 2,20
CaO 0,02 0,03 0,22 1,30 4,20
Na O 0,17 0,12 0,66 1,20 3,90
K,0 1,42 3,83 5,02 3,70 3,40
PO, 0,02 0,13 0,08 0,16 0,17
Loi 0,8 2,9 1,6 6,00
Cr,0, 0,01 0,01 0,01
Total 98,98 99,66 100,05 104,59 100,15
Mo 0,06 0,17 0,36
Ni 13,6 39,8 53,3 55,00 44,00
Zn 5,1 98,4 122,3 85,00 71,00
Cu 1,6 37,0 20,9 50,00 25,00
As 3,6 2,3 1,5 1,50
Cd <0,02 0,10 0,11
Sb 0,04 <0,02 <0,02 0,20
Bi 0,06 0,18 0,34
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Ag <20 30 <20

Tl 0,37 1,23 1,27

Se <0,3 <0,3 <03

Ga 6,94 22,05 25,77

Sc 5.2 162 23,4 16,00 13,60
\% 35 127 158 150,00 107,00
w 0.8 0,4 2,0

Co 2,0 14,0 26,9 23,00 17,00
Cs 3.4 17,7 7.9 15,00 4,60
Ba 175 530 682 650,00 550,00
Be <1 5 1

Rb 74,5 149,2 200,9 160,00 112,00
Sn 0,9 2,5 42

Th 74 11,1 17,6 14,60 10,70
Nb 6,13 12,01 24,23 19,00 12,00
Ta 0,3 0,9 1,7 1,00
Sr 73 46 32 200,00 350,00
Zr 1,7 0,8 1,7 210,00 190,00
Hf 0,06 0,04 0,07 5,00 5,80
Y 6,2 6,4 12,8 27,00 22,00
Pb 10,61 43,70 14,72 17,00
U 1,4 6,1 3,7 3,10 2,80
La 19,2 18,6 42,0 38,20 30,00
Ce 39,84 43,85 91,10 80,00 64,00
Pr 5.2 5.8 11,8 8,80 7,10
Nd 18,0 20,7 40,5 32,00 26,00
Sm 43 4,7 8,2 5,60 4,50
Eu 0.8 1,1 1,5 1,10 0,38
Gd 2,9 3,8 6,4 4,70 3,80
Tb 03 0,5 0,7 0,77 0,64
Dy 2,0 2,5 3,6 4,68 3,50
Ho 03 0,4 0,6 0,99 0,80
Er 0,6 0,9 1,2 2,85 2,30
Tm <0,1 0,1 0,2 0,40 0,33
Yb 0,4 0.8 1,4 2,80 2,20
Lu <0,1 0,1 0,2 0,43 0,32
Sum REE 93,84 103,85 209,4 183,32 146,37
CIA 79,85 84,91 77,23 75,30 56,93
LaN/YbN 32,00 15,50 20,00 910 9,09
LaN/SmN 2,75 2,43 3,15 4,20 4,10
CeN/YDN 2533 13,94 16,55 7,27 7,40
CeN/SmN 2,17 2,19 2,61 3,35 3,34
EuN/YbN 5,71 3,93 3,06 1,12 1,14

s

CIA =[ALO,/ (AL,0, + CaO + Na,0 + K,0)] x 100; PAAS: promedio de rocas posarqueanas de Australia; UCC: corteza superior continental.
Los valores que aparecen con signo < estan por debajo del limite de deteccion.
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Tabla 2. Localizacién y composicion mineraldgica de las rocas representativas de la unidad Esquistos del Silgara

Coordenadas* Nombre de la roca N° de Composicion mineral (%)
muestra
Latitud Longitud Qtz Pl Bt Ms Sil Ky Ttn Tur Grt Ox Op Zrn

7°15°08,6” 72°47°49,9” Cuarcita muscovitica E3-M1 76 0,6 14 6 02 3 02
con sillimanita

7°14°19,9” 72°48°09,8” Esquisto muscovitico E8-M1 61 2 15 5 8 1 2 5 1
cuarzoso con cianita y
sillimanita

7°14°20,2” 72°48’09,2” Esquisto sillimanitico E9-M1 12 S(ser) 26 1 52 4 1

7°14°29,1” 72°49’15,1” Esquisto cuarzo micaceo El14-M1 20 0,6 35 16 18 6 04 3 1

con sillimanita

Qtz: cuarzo; Pl: plagioclasa; Bt: biotita; Ms: muscovita; Ttn: titanita; Tur: turmalina; Grt: granate; Ox: oxidos; Op: opacos; Zrn: zircon.
*Coordenadas del sistema Gauss, Datum Bogota Observatory, Origen Bogota
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Figura 2. Diagrama REE de las muestras analizadas normalizado al condrito de Nakamura (1974)

Los elementos de las tierras (REE) presentan un comportamiento inmévil durante los
procesos de metamorfismo, razon por la cual guardan la signatura isotopica de la roca
fuente. Los contenidos de REE analizados se normalizaron al condrito de Nakamura
(1974) (Figura 2). También se presentan los patrones de referencia usados en rocas meta-
sedimentarias como son el contenido de la UCC de Taylor & McLennan (1981) y el
contenido promedio de las rocas PAAS de McLennan (1989). Las muestras analizadas
evidenciaron un empobrecimiento en REE con respecto a las PAAS y la UCC. Solo la
muestra E14-M1 present6 contenidos mas altos en REE ligeras que las de PAAS y UCC.
Las rocas estudiadas muestran una anomalia negativa de Eu con una relacion Eu/Eu* de
3,06-5,71 (Tabla 1). El contenido total de REE en las metapelitas (muestras E§-M1 y E9-
M1) es, respectivamente, de 93,84 ppm y 103,85 ppm, inferior a la corteza superior (XREE
= 146,37 ppm) y el PAAS (ZREE = 183,32 ppm). La muestra E14-M1 presenta valores de
YREE = 209 ppm superiores a la UCC y el PAAS.

Las relaciones Ta/Yb y Th/Yb (muestra E§-M1= 0,75 y 18,5; muestra E9-M1= 1,12y
13,87, y muestra E14-M1= 1,21 y 12,57) indican que el ambiente tectonico del protolito de
los esquistos estudiados corresponde a un margen continental activo.
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Presencia de la sillimanita

Lasillimanita ocurre de dos formas: 1) agregados fibrosos o individuos prismaticos siguiendo
la direccion de la foliacion (Sill), y 2) agregados fibroso-radiales (Sil2).

Sillimanital. Ocurre como variedad de la fibrolita (agregados fibrosos alargados) o
individuos prismaticos que forman bandas y estan orientados segun la direccion de la folia-
cion principal de la roca. Normalmente, la Sill (Figura 3a-d) esta presente en esquistos
muscovitico-cuarzosos con cianita y sillimanita (muestra E8-M1), en esquistos sillimani-
ticos (muestra E9-M1) y en esquistos cuarzo-micéceos con sillimanita (muestra E14-M1).

Figura 3. Presencia de sillimanita. a-b) Sillimanital en afloramiento y muestra de mano; ¢) fibrolita
en reemplazo de biotita; d) sillimanital de variedad prismatica corta; e-f) sillimanita2 en muestra de
mano y bajo el microscopio
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La Sill ocurre en reemplazo de biotita; este reemplazo es mas intenso en los planos
de exfoliacion o en los bordes de la biotita (Figura 3c); cuando el reemplazo es completo,
la sillimanita de variedad prismatica corta tiene un tamafio de grano muy fino (20-40 um),
en tanto que la prismatica alargada tiene un tamafio de grano muy fino a medio (10-80um
y 40-86um de ancho y largo, respectivamente) (Figura 3d). La asociacion inicial de
cianita+biotitatmuscovita+cuarzo indica condiciones del pico barico de metamorfismo. El
aumento de la temperatura facilita el reemplazo de biotita por sillimanita y, como resultado,
la nueva asociacion estable es de cianita+sillimanita+moscovita+cuarzo, la cual representa
condiciones del pico térmico. En estas rocas también se puede presentar la sillimanita2
en forma de agregados fibrosos radiales sin orientacion, asociados espacialmente con el
cuarzo (ver la descripcion de la sillimanita2)

Sillimanita?2. Se presenta de forma radial con tonalidades blancas y amarillas asociada
con cuarzo. Se puede observar esta variedad en rocas metapeliticas del cerro La Ventana:
cuarcitas muscoviticas con sillimanita (muestra E3-M1), esquistos muscoviticos cuarzosos
con cianita y sillimanita (muestra E§-M1).

La sillimanita2 ocurre en forma de agregados fibroso-radiales en cuarzo o zonas ale-
dafias a este (Figura 3f). La disposicion de estos agregados no concuerda con la foliacion
existente en la roca, incluso si la roca contiene también sillimanital (muestras E8-M1,
E9-M1 y E14-M1). Por ello, la presencia de la sillimanita2 indicaria un evento termal
sobreimpuesto al metamorfismo barroviense.

En la figura 4 se presentan imagenes de electrones retrodispersados y espectros EDS
de variedades morfologicas de sillimanita.

Condiciones de presion y temperatura del metamorfismo

Las condiciones de presion y temperatura (P-T) de las rocas estudiadas se determinaron
mediante el programa Theriak-Domino, v. 04/02/2017 (Capitani & Petrakakis, 2010)
usando la base termodinamica JUN92d.bs de Berman (1988). Se construy¢ el diagrama
isoquimico (pseudoseccion) de la muestra E9-M1 para el sistema TiMnNKFCMASH
(TiO,, MnO, Na,0, K, 0O, FeO, Ca0, MgO, ALO,, SiO, y H,0).

La muestra E9-M1 es un esquisto sillimanitico con asociacion del pico metamorfico
consistente en biotita+tmuscovita+cuarzo+plagioclasa+sillimanital, con una formacion
de abundante sillimanita de la variedad fibrolita, lo que indica el pico térmico. La
pseudoseccion obtenida (Figura 5) muestra un campo equivalente con la descripcion
petrografica, lo que sugiere unas condiciones de T=650-720°C y P=5,5-6,9Kb.
Discusion
La presencia de abundante de sillimanita con variada morfologia en esquistos y cuarcitas
de la unidad Esquistos del Silgara en forma de franjas delgadas, bordeadas por ortoneis
plantea interrogantes acerca del metamorfismo, sus condiciones de presion y teperatura y
las posibles reacciones que formaron la sillimanita. La presencia de dos tipos de sillimanita,
sillimanital (variedad de fibrolita o prismatica) y sillimanita2 (fibroso-radial) indicaria
dos posibles eventos metamorficos: (i) un metamorfismo regional barroviense (presiones
intermedias, altas temperaturas), que ha sido reportado en la zona de estudio (Garcia, et
al., 2005; Castellanos, et al., 2008), y (ii) un metamorfismo regional o posiblemente de
contacto (presiones bajas, altas temperaturas).

En el macizo de Santander la presencia de la sillimanital en los Esquistos del Silgara
ha sido reportada en el sector suroccidental por Rios & Garcia (2001) y Rios, et al. (2003)
y en el central y el nororiental por Garcia, et al. (2005) y Castellanos, et al. (2008).
En este tipo de sillimanita es clara la relacion con el metamorfismo barroviense, que ha
sido definido como el principal evento metamorfico de esta zona durante el Ordovicico
Temprano, 471 y 479 Ma (Mantilla, et al., 2012; Van der Lelij, et al., 2013; Garcia,
et al., 2017). Esta sillimanita ocurre en equilibrio con la cianita como es el caso de la
muestra E8-M1. La sillimanita2 se presenta algunas veces en rocas donde aparece también
la sillimanital; sin embargo, las relaciones texturales evidencian un origen diferente al
metamorfismo barroviense para la sillimanita2.
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Figura 4. Imagenes de electrones retrodispersados de cianita (a) y su espectro EDS a la derecha y
sillimanita fibrolita (b) y prismatica (c).

La formacion de sillimanital podria haberse dado mediante las siguientes reacciones:

1) Granatetmuscovita = sillimanita+biotitatcuarzo (Zhao & Cawood, 1999). Las
evidencias petrograficas que respaldan este planteamiento son la presencia de relictos de
granate con evidencias de disolucion (bordes corroidos), inclusiones de cuarzo y coronas
de reaccion compuestas por biotita2 (Figura 6a-b) en esquistos de cuarzo micaceos con
sillimanita (muestra E14-M1).

2) Reaccion polimorfica con cianita, aunque no de forma directa, tal como lo indican
Chinner (1961), Kerrick (1990) y Foster (1991). Estos autores mencionan que la nuclea-
cion y crecimiento de la sillimanita cominmente se asocia con la biotita, que es un mineral
catalizador que acelera la reaccion formadora de sillimanita en metapelitas de alto grado.

Evidencias como el reemplazo de cianita por muscovita y de sillimanita por biotita
en un esquisto muscovitico cuarzoso con cianita y sillimanita (muestra E8-M1), podrian
respaldar la formacion de la sillimanita a partir de cianita con biotita y muscovita como
fases intermedias de la reaccion (Foster, 1991). Las evidencias petrograficas se muestran
en la figura 6¢-d y su interpretacion segiin Foster (1991) en la figura 7. La desestabiliza-
cion de cianita con formacion de sillimanital forma parte de la secuencia prograda del
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metamorfismo barroviense. Las condiciones de este pico metamorfico fueron T=650-
720°C y P=5,5-6,9Kb para la muestra E9-M1 (Figura 5), que en buena parte coinciden

con las reportadas por Garcia, ef al. (2005) para este sector del macizo de Santander.
Resulta mas problematico explicar la presencia de la sillimanita2 de morfologia

fibroso radial sin orientacion preferencial asociada solo con cuarzo. La presencia de este
tipo de sillimanita no ha sido reportada en estudios anteriores en otros sectores del macizo

de Santander.
A nivel mundial la presencia de sillimanita con caracteristicas muy similares ha sido
relacionada con eventos termales, ya sea por metamorfismo de contacto (Smith, 1945;
Hash, et al., 1951; Douglass & Brew, 1985; Kerrick, 1987; Dusel-Bacon, et al., 1996;
Stowell & Crawford, 2000; Stowell & Tinkham, 2003; Homam & Ghaemi, 2008) o
metamorfismo regional de tipo Buchan (Miyashiro, 1994; Best, 2003; Wang, et al., 2013).
Segun Best (2003), en el metamorfismo regional de tipo Buchan hay una clara similitud con
las asociaciones de minerales peliticos en aureolas metamorficas de contacto desarrolladas

alrededor de intrusiones magmaticas en la corteza superficial (<10 km).
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Figura 5. Pseudoseccion del esquisto sillimanitico (muestra E9-M1)
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Figura 6. a-b) Evidencias de disolucion de granate y resultados de la posible reaccion en esquisto de
cuarzo micéceo con sillimanita (muestra E14-M1); microfotografia en nicoles cruzados y paralelos.
c-d) Evidencias texturales de reacciones locales de la reaccion polimorfica cianita=sillimanita
en esquisto muscovitico cuarzoso con cianita y sillimanita (muestra E8-M1); microfotografia en
nicoles cruzados
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Figura 7. Mecanismos de reaccion usando mica como catalizador de la reaccion cianita = sillimanita.
El material transportado de Fe, Al y K se muestra con las flechas entre las dos reacciones locales.

Modificado de Foster (1991)
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La hipdtesis de un evento termal a bajas presiones se soporta también en las varia-
ciones en el tamafio de grano del cuarzo. Los resultados de esta medicion en cuarcita mus-
covitica con sillimanita (muestra E3-M1), esquisto muscovitico cuarzoso con cianita y
sillimanita (muestra E§-M1) y esquisto cuarzo micaceo con sillimanita (muestra E14-M1)
evidencian dos poblaciones: la primera varia entre 0,08-2,05 mm y la segunda, entre
1,83-4,45 mm. La poblacion de mayor tamaiio de cuarzo evidencia un posible proceso de
recristalizacion como reflejo de un evento termal.

Como se menciono6 en el marco geologico, las franjas de Esquistos del Silgara se
encuentran rodeadas de cuerpos de ortoneis. El cuerpo de ortoneis localizado al oeste
se caracteriza por presentar una foliacién débil en comparacion con los ortoneises
situados mas al este. En el macizo de Santander se han reportado ortoneises del Ordo-
vicio Temprano con edades entre 471 y 479 Ma (Mantilla, et al., 2012; Van der
Lelij, et al., 2013; Garcia, et al., 2017), emplazados de forma sintectonica durante el
pico metamorfico de los Esquistos del Silgara y otros mas jovenes, de 451,5 Ma, del
Ordovicico Tardio, reportados por Van der Lelij (2013). Las caracteristicas de estos
ultimos no se han descrito. Se considera que corresponden a ortoneises con foliacion
débil y estructura masiva que afloran en el contacto oeste con los Esquistos del Silgara
del presente estudio.

Estas relaciones de campo, las variedades de sillimanita y su presencia apuntan a un
evento termal ocasionado por el emplazamiento de un ortoneis mas joven (Ordovicico Tar-
dio) en la etapa ligeramente posterior al pico en un ambiente con deformacion menos intensa.

Conclusiones

Las rocas de la unidad Esquistos del Silgara en los sectores del cerro La Ventana y la
cuchilla Frailejones presentd cantidades considerables de sillimanita, entre 18 y 52 %.
Segun la textura y la asociacion mineraldgica se encontraron dos tipos de sillimanita en
la zona de estudio. La sillimanital en forma de agregados fibrosos o prismaticos asociada
con biotita, granate, muscovita, cianita y plagioclasa, en tanto que la sillimanita2 aparece
en forma de agregados fibroso-radiales asociados con cuarzo.

El pico de metamorfismo barroviense se evidencia por la asociacion Bt+Ms+Pl+Qtz+
Sill en condiciones de temperatura entre 650 y 720°C y presiones entre 5,5 y 6,9Kb. El
reemplazo de cianita por muscovita y de sillimanita por biotita en un esquisto muscovitico
cuarzoso con cianita y sillimanita (muestra E8-M1) podria aportar evidencias a favor de la
formacion de la sillimanita a partir de cianita, siendo la biotita y la muscovita catalizadores
de esta reaccion.

Lasillimanita2 se formé después del pico barroviense durante un evento termal, posible-
mente facilitado por el emplazamiento ligeramente posterior “sintectonico” de ortoneises
del Ordovicico Superior.
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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 denominaran tablas y llevaran numeracion arabiga de
acuerdo con el orden de aparicion. El titulo correspondiente se coloca en la parte superior de la tabla
y las notas en la inferior. Los simbolos para unidades deben aparecer en el encabezamiento de las
columnas. Si es necesario exponer alguna informacion, utilizar las letras mintisculas del alfabeto
segun orden de aparicion en la respectiva tabla: a, b, ¢, d, e, etc.

Las fotografias, gréaficos, dibujos y esquemas se denominan todos como Figuras, las cuales se
enumeran segun el orden de aparicion y sus leyendas se describen en hoja separada. Si se trata de
micro-fotografias debe indicarse el aumento utilizado. Las personas, o sus nombres, no deben ser
identificables en las fotografias pero se requiere permiso escrito para su publicacion.

Cuando las tablas y figuras hayan sido tomadas de revistas o libros, sean impresos o electronicos, se
debe especificar la fuente y adjuntar autorizacion de la respectiva publicacion para su reproduccion.

Agradecimientos: podran ser expresados a personas o entidades que hayan ayudado en la realizacion
del trabajo. Se mencionaran las personas y el tipo de ayuda aportada, asi como las entidades,
instituciones o fundaciones que hayan financiado o suministrado materiales. En caso de proyectos de
investigacion financiados sera suficiente con mencionar el c6digo de registro y la entidad, institucion
o fundacién que lo apoyd econémicamente.

Consideraciones

Los trabajos aceptados son propiedad de la Revista ACCEFYN y podran ser reproducidos total o
parcialmente por la Revista.

La Revista no se hace responsable de los contenidos cientificos ni de las implicaciones legales de los
articulos publicados.

Correccion de estilo y publicacion del manuscrito

Una vez aceptados los articulos, éstos se enviardn a correccion orto-tipografica. Se usara la
herramienta de control de cambios de Word, en la cual quedara 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.
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La version corregida debera ser enviada nuevamente para su aprobacion definitiva en un plazo
minimo de 48 horas. El manuscrito debera ir con una carta al editor, informando cuales correcciones
fueron procesadas. El editor le informara al autor la fecha aproximada y el nimero del volumen en
el que el trabajo sera publicado.

Rectificaciones y correcciones de errores

Las rectificaciones sobre la informacion suministrada por parte de los autores, se haran en el nimero
inmediatamente posterior al anuncio de las mismas y seran responsabilidad de los mismos autores.
La Revista se encargara de publicar una nota aclaratoria a manera de erratas. En el caso que sean
necesarias mejoras y correccion de errores orto-tipograficos, de manejo visual de la informacion o
de imprecisiones involuntarias, el o los autores podran comunicarse al correo de la Revista para que
puedan efectuarse en las versiones electronicas de la Revista.

Falsificacion de articulos

Si en el proceso editorial se encuentra falsificacion, omision de datos, duplicidad del articulo o
plagio, se devolvera el original al autor con la debida notificacion a su institucién patrocinadora,
centro de investigacion o universidad.

Conflicto de intereses

Si los autores o coautores, editores o revisores (evaluadores) tienen alglin conflicto de intereses que
pueda de alguna manera influir en la transparencia u objetividad en el proceso de revision por pares
y publicacion, tal conflicto debe ser declarado.

Los conflictos de interés mas evidentes son los llamados conflictos financieros, resultado de relaciones
entre empleador-empleado, financiaciones y patentes, asi como también honorarios, consultorias,
investigacion pagada por compaiias 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 ¢j. parientes en una compaiiia que se bene-
ficiaria de los resultados que se van a publicar, el uso de los resultados publicados para promocion
inmediata basada en el articulo publicado, creencias religiosas que estén en conflicto directo con la
investigacion que se va a publicar, entre otros).

Transferencia de derechos de autor

En caso de que el articulo enviado sea aprobado para publicacion, el autor principal en nombre
propio y en el de los coautores o el autor principal y los coautores deben ceder los derechos de autor
del articulo mencionado a la revista de la Academia Colombiana de Ciencias Exactas, Fisicas y
Naturales (ACCEFYN), excepto en los siguientes casos:

a) Los autores y coautores retienen el derecho de revisar, adaptar, preparar trabajos derivados, 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 titulo 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.

¢) Si a la revista de ACCEFYN se le solicitara permiso individual por terceras personas para usar,
imprimir o publicar especificamente articulos ya publicados, debera obtenerse el permiso expreso
del autor y coautores del trabajo o del empleador con excepcion del uso en salones de clase,
bibliotecas o reimpresos en un trabajo colectivo.

d) La revista ACCEFYN se reserva el posible uso en la portada de la revista, de figuras sometidas
con los manuscritos.

e) Ningun otro derecho, ademas 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 estan debidamente identificados con su
respectivo crédito e incluidos en las notas bibliograficas y en las citas que se destacan como tal y,
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en los casos que asi lo requieran, se cuenta con las debidas autorizaciones de quienes poseen los
derechos patrimoniales.

b) Todos los materiales que se presentan estan totalmente libres de derecho de autor y, por lo tanto, el
autor de la correspondencia se hace responsable de cualquier litigio o reclamacion relacionada con
derechos de propiedad intelectual, exonerando de responsabilidad a la Academia Colombiana de
Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales.

c) El trabajo es inédito y no serd enviado a otras revistas mientras se espera la decision 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 articulo transfieren todos los derechos de autor a la
Revista ACCEFYN, sin cuyo permiso expreso no podra reproducirse ninguno de los materiales
publicados en la misma.

e) A través de este documento, y si el trabajo es aceptado para su publicacion, la Revista ACCEFYN
asume los derechos para editar y publicar los articulos en indices nacionales, € internacionales o
bases de datos con fines académicos y cientificos no comerciales en medios impresos, electronicos,
Internet en texto completo o cualquier otro medio conocido o por conocer con respeto de los
derechos de autoria.

Transferencia de derechos de autor

En caso de que el articulo enviado sea aprobado para publicacion, el autor principal en nombre
propio y en el de los coautores o el autor principal y los coautores deben ceder los derechos de autor
del articulo mencionado a la revista de la Academia Colombiana de Ciencias Exactas, Fisicas y
Naturales (ACCEFYN), excepto en los siguientes casos:

a) Los autores y coautores retienen el derecho de revisar, adaptar, preparar trabajos derivados,
presentaciones orales y distribuir a algunos colegas impresos de su propio trabajo publicado,
siempre y cuando se dé el crédito correspondiente a la revista de ACCEFYN. También se pueden
publicar el titulo 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.

¢) Si a la revista de ACCEFYN se le solicitara permiso individual por terceras personas para usar,
imprimir o publicar especificamente articulos ya publicados, debera obtenerse el permiso expreso
del autor y de los coautores del trabajo o del empleador con excepcion del uso en salones de clase,
bibliotecas o reimpresos en un trabajo colectivo.

d) La revista ACCEFYN se reserva el posible uso en la portada de la revista, de figuras sometidas
con los manuscritos.

e) Ningun otro derecho, ademas del de derechos de autor, debe ser reclamado por la revista de
ACCEFYN.

Declaracion de privacidad

Los nombres y las direcciones de correo electronico incluidos en esta revista se usaran exclusivamente
para los fines establecidos en ella y no se proporcionaran a terceros ni seran usados con otros fines.

Lista de comprobacion para la preparacion de envios

Como parte del proceso de envios, los autores estan obligados a comprobar que su envio cumpla
todos los elementos que se muestran a continuacion. Se devolveran a los autores aquellos envios que
no cumplan estas directrices.

1. Carta de sometimiento del articulo, donde informa que todos los autores han leido, aprueban
y declaran que:

+ Estan de acuerdo con el manuscrito remitido, en su contenido, organizacion y presentacion.

+ El trabajo es original, el cual no ha sido publicado previamente y, de igual forma, no se sometera
a otra revista hasta conocer la respuesta del Comité Editorial.

* En caso de ser aceptado el manuscrito, se autoriza su publicacion 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 autorizacion escrita para su reproduccion.

El documento no contiene citas o transcripciones de obras que carezcan de referencias biblio-
gréaficas debidamente citadas.

Se incluye un parrafo donde los autores declaran cual fue el aporte de cada uno de ellos al documento.
Esta carta firmada debe ser adjuntada en el paso 4 del presente proceso de envio en formato PDF.

. Presentacion

Una pagina 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 electronicos.

Titulo completo del manuscrito en espafiol e inglés y titulo corto.

Nombre del autor responsable de la correspondencia con su direccion completa, nimero telefonico
y direccion electronica.

Direcciones electronicas 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.

. Estructura del articulo. Se incluyen

El resumen en espaiiol e inglés (Abstract).

Las palabras clave (maximo 6) en espaifiol e inglés (Keywords).

Introduccion.

Materiales y métodos.

Resultados y Discusion para comunicaciones cortas.

Discusion.

Agradecimientos a colaboradores y/o instituciones u organizaciones que financiaron la investigacion.
Referencias.

Declaracion de conflicto de interés.

Informacion adicional: figuras
Se incluyen como archivo independiente, cada figura en pagina aparte.
Se incluyen las leyendas correspondientes al final del original. Estas figuras deberan ser cargadas
en el paso 4 del presente proceso de envio en formato JPG o TIF.
. Informacioén adicional: tablas
Se incluyen al final del original, elaborados en el modelo mas sencillo de tablas del programa Word.
Se ordenan secuencialmente.
Se incluye el titulo correspondiente.
. Referencias
Se han seguido las normas de la revista de ACCEFYN en las instrucciones a los autores.

. Abreviaturas:

Se introducen entre paréntesis la primera vez que se usan.

. Nomenclatura:

Los nombres de género y especie estan en letra cursiva.
Los nombres de microorganismos, plantas y animales se escriben completos la primera vez que se
citan, en el titulo y en el resumen.

. Ktica
Todos los autores conocen y aprueban la presentacion del manuscrito, su contenido, la autoria y
el orden de la autoria.
El manuscrito ha sido postulado solo a la Revista ACCEFYN y no se encuentra postulado ni ha
sido publicado en otra revista.
Si el articulo incluye la investigacion en humanos o con animales se han seguido las directrices
de la Declaracion de Helsinki y el uso de primates no humanos en la investigacion.
Seincluye los agradecimientos a las instituciones u organizaciones que financiaron la investigacion.

0. Revisores

e suministran indicaciones sobre tres o cuatro posibles revisores con sus nombres completos,

formacion académica y direcciones de correos electronicos.
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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 fiir Mathematik,
Zoological Record, RLG. Within the Colombian citation system, the journal is register in Publindex
(The Journal index Departamento Administrativo de Ciencia, Tecnologia e Innovacion, 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 Alvarez 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.
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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. Itis 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). Fisiologia 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 investigacion naturalista. En J. Jimeno Sacristan y
A. Pérez Gomez. La enseflanza: Su teoria y su practica (148-165). Madrid, Espafia: Akal.

Journal on line
Last name, A. A. (Year). Article title. Journal, volume (issue): pp-pp. Available in http:/ /www...or DOI
Examples

Cintron, 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-Goémez, G.P. (2016). Targeting CDKS5 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
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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
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