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PREACONDICIONAMIENTO ISQUEI\/IICO EN CARDIOMIOCITOS
VENTRICULARESAISLADOS. IDENTIFICACION Y EXPRESION
DE ALGUNOS microRNAs ASOCIADOS

ISCHEMIC PRECONDITIONING IN ISOLATED VENTRICULAR
CARDIOMYOCYTES. IDENTIFICATION AND EXPRESSION OF SOME
ASSOCIATED microRNAS

Luis Alberto Gomez-Gr 0sso*

RESUMEN

GOmez-Grosso L.A.: Preacondicionamiento isquémico en cardiomiocitos ventriculares aislados. Identifica-
cién y expresion de algunos microRNAs asociados. Rev. Acad. Colomb. Cienc. 37 (145): 433-447,2013. ISSN
0370-3908.

El objetivo de este estudio fue evaluar el preacondicionamiento isquémico, PCI, en cardiomiocitos ventricula-
res de cobayo adultos individuales y evaluar el perfil de expresion diferencial de microRNAs en estas células.
Una supervision de la morfologia, de la actividad metabdlica de las células cardiacas individuales aisladas en
tiempo real, permite una evaluacién de los cambios en la viabilidad de los cardiomiocitos y proporciona evi-
dencia experimental de que el PCI tiene accidn citoprotectora directa mediante la promocion de la superviven-
ciainvitro. La proteccién cardiaca por PCI asociada con la expresion diferencial de microRNAs especificos en
cardiomicitos adultos aislados sugiere que algunos miRNAs estdn involucrados en lesion y cardioproteccion.

Palabras clave: cardioproteccion, preacondicionamiento, ensayo de MTT, tiempo real, cardiomiocitos, viabi-
lidad, isquemia, Dinitrofenol, Adenosina.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the ischemic preconditioning, PCI, in single quiescent adult guinea-pig
ventricular myocytes and assess the differential expression of microRNAs in these cells. Monitoring of the
morphology of the metabolic activity of individual cardiac cells isolated in real time, allows evaluation of
changes in the viability of the cardiomyocytes and provides experimental evidence that PCI has direct cytopro-
tective action by promoting survival in vitro. PCI cardiac protection associated with the differential expression
of specific microRNAs in isolated adult cardiomyocytes suggests that miRNAs are involved in some injury
and cardioprotection.

Key words: cardioprotection, preconditioning, MTT assay, real-time, cardiomyocyte, viability, injury, Dini-
trophenol, Adenosine.

* Profesor Titular, Catedratico. Departamento de Ciencias Fisioldgicas. Facultad de Medicina, Universidad Nacional de Colombia. Investigador, Grupo de
Fisiologia Molecular, Direccién de Investigacion en Salud Publica, Subdireccién de Investigacion Cientifica y Tecnoldgica. Instituto Nacional de Salud.
Email: Igomez@ins.gov.co



REV. ACAD. COLOMB. CIENC.: VOLUMEN XXXVII, NUMERO 145 - DICIEMBRE 2013

I ntroduccién

Las enfermedades cardiovasculares son las principales cau-
sas de mortalidad y morbilidad en el mundo occidental. Es-
tas enfermedades representan un gran espectro de entidades,
que incluyen la enfermedad hipertensiva, la enfermedad ce-
rebro-vascular, las cardiomiopatias y la enfermedad cardiaca
isquémica, entre otras. Por lo tanto, una de las acciones nece-
sarias es la busqueda de nuevas herramientas terapéuticas lo
cual requiere el descubrimiento y caracterizacion de dianas
esenciales para promover la sobrevivencia y la homedstasis
metabdlica de células cardiacas, entre otras acciones (World
Health Organization, 2011, Gomez, 2011).

La isquemia miocdrdica es el desbalance que ocurre entre la
suplencia y la demanda de oxigeno en el tejido miocérdico.
Su causa mds frecuente es la arteriosclerosis de las arterias
coronarias; sin embargo, existen otros factores que disminu-
yan el flujo coronario como los trombos, émbolos, espasmos
coronarios, la hipertrofia ventricular secundaria a hiperten-
sion arterial y la anemia grave. Durante la oxigenacién nor-
mal, el miocardio metaboliza 4cidos grasos y glucosa a CO,
y agua. Cuando el tejido cardiaco es expuesto a hipoxia, los
acidos grasos no pueden ser oxidados y la glucosa es meta-
bolizada a lactato, por lo cual se produce disminucion del
pH, de los fosfatos de alta energia y del fosfato de creatina.
La funcidon de la membrana celular se altera, lo cual lleva a
liberacién de potasio, captacion de sodio y cambios en las
concentraciones de calcio libre por los cardiomiocitos. La
severidad y duracién de la hipoxia determinan si los cam-
bios celulares son transitorios o permanentes, en cuyo caso
lacélulamuere (Buerke et al., 1994; Gomez et al., 1997).

Durante las dos ultimas décadas, se ha producido un rena-
cimiento del estudio de la biologia celular y molecular de
las células cardiacas en la investigacidn cardiovascular bési-
ca, impulsado en primer lugar por la necesidad de entender
las funciones fundamentales de las células cardiacas y sus
cambios por la accién de nuevos farmacos para mantener o
reponer un nimero funcional de células cardiacas, un reto de
la medicina regenerativa, y en segundo lugar, principalmente
por el desarrollo de tecnologias que incluyen las estaciones
de trabajo de aislamiento de células cardiacas individuales,
estaciones de imdgenes de microscopia, de micro-matrices
de acidos nucleicos y nuevos reactivos y herramientas di-
seflados para monitorear cambios en la actividad y localiza-
cion de moléculas a nivel celular y subcelular (Taylor, 2001;
Klauke, 2003).

Una de las dreas de mayor investigacion en el area de la car-
diologia molecular estd orientada a definir los determinantes
moleculares involucrados en la hipoxia cardiaca, en la super-
vivencia y funcionalidad de los cardiomiocitos y en los me-

canismos moleculares de un fenémeno de cardioproteccion
conservado, que protege al corazén de la hipoxia y estrés
metabdlico y fisico, conocido como preacondicionamiento
isquémico cardiaco (PCI) (Murray, 1986; Gomez, 1997;
Marber, 2000; Amstrong, 2004, Gross, 2013). No obstante,
la mayoria de las investigaciones en PCI se han realizado en
corazones completos y pocas en células cardiacas aisladas.

El cultivo primario de cardiomiocitos adultos aislados pro-
porciona un modelo experimental til para las investigacio-
nes de los mecanismos de regulacién implicados en la lesion
cardiaca y en las respuestas citoprotectoras a diversas con-
diciones experimentales (Haworth,1980; Jacobson, 1986,
Buerke, 1994; Gémez, 1997, Marber, 2000). Sin embargo,
el estudio de la viabilidad y la biologia molecular de los car-
diomiocitos primarios adultos aislados y los efectos directos
de condiciones que pueden inducir la proteccién, asi como
de agentes con potencial efecto cardioprotector o cardiotéxi-
co sobre la supervivencia celular son limitados, en parte por
la dificultad de obtener y mantener en cultivo cardiomiocitos
primarios (Gémez, 1997; Ladilov, 1998; Arstall, 1998).

La viabilidad celular es uno de los indicadores finales es-
tdndar que se ha utilizado como una medida del efecto de la
lesion celular de la isquemia y la toxicidad cardiaca, asi como
de la accién protectora de agentes exdgenos (Vander Heide,
1990; Ohata, 1994; Armstrong, 1997). Varios ensayos de
viabilidad de cardiomiocitos se han utilizado para determinar
la supervivencia de los cardiomiocitos adultos. En general,
se encuentra concordancia entre los diferentes ensayos; sin
embargo, s6lo unos pocos sistemas de evaluacion de la viabi-
lidad cubren varios aspectos de la lesion cardiaca, tales como
cambios metabdlicos y morfoldgicos, que se pueden lograr
con el examen simultdneo de la integridad de la membrana
y del citoplasma, en el transcurso del tiempo (Vidal, 1996;
GOmez, 1997; Zarvazyan N, 1998; Andersson, BS, 1999).

Por otra parte, recientemente se ha encontrado que un niime-
ro de microRNAs (miRNAs) funcionan en el corazon. Los
miRNAs son moléculas de RNA enddgenos de ~21-25 nu-
cleétidos que regulan la expresion a nivel postranscripcional
por hibridacién en regiones 3’ de mARN diana. Su expresion
es especifica de tejidos y regulan la expresion de genes que
participan en viabilidad, proliferacién y diferenciacién celu-
lar, entre otros, por medio de un mecanismo de interferencia
de miRNAs que representa una de las mas recientes adicio-
nes a la complejidad que caracteriza el procesamiento de la
informacién entre el nicleo y el citoplasma en la regulacién
de la trascripcién y de la traduccién (Ambros, 2004, van
Rooij, 2007).

Investigaciones recientes en miRNAs han proporcionado un
mejor conocimiento sobre el circuito genético integrado, que
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define procesos celulares basicos como la diferenciacion, la
viabilidad, la proliferacién, la apoptosis, que cuando son al-
terados pueden asociarse con la patogénesis de enfermeda-
des como el cancer y las enfermedades cardiovasculares (van
Rooij, 2007, Hofdli, 2013). La amplia distribucién de este
novedoso mecanismo, el cual controla la expresion genética
y el paradigma aceptado de que las enfermedades crénicas,
como las enfermedades cardiovasculares, son entidades mul-
tifactoriales, que resultan de una compleja interaccién entre
genes y ambiente sugieren un ligamiento entre procesos de-
pendientes de miRNAs y enfermedades crénicas. De hecho,
ya se ha demostrado la expresion alterada de miRNAs en el
proceso tumorigénico (Babashah, 2011, Hofdli, 2013).

En contraste con el cancer, muy poco se ha explorado sobre
los perfiles de expresién de miRNAs en enfermedades cardio-
vasculares para descubrir si estdn alterados y puedan consti-
tuirse en moléculas que estén involucradas en estas enferme-
dades. Recientemente se encontrd que los microRNAs miR-1
y mMiR-133 regulan la expresion de los genes KCNJ2 y GJA1
que codifican para la subunidad Kir2.1 de un canal de potasio
y la conexina 43 respectivamente y participan en la homeos-
tasis eléctrica del miocardio y en el desarrollo de hipertrofia
cardiaca (Jang, 2007, van Roaij, 2007). Sin embargo, ac-
tualmente no se sabe de manera suficiente cuales miRNAs
son expresados en células cardiacas aisladas y menos aun si
participan en la viabilidad y proteccion contra la isquemia.

Nuestra hipétesis de trabajo, es que las células cardiacas
responden y se adaptan a condiciones de lesién y se pue-
den proteger contra la isquemia por preacondicionamiento
isquémico y que éste fendmeno puede estar regulado por
RNA no codificante, tal como el RNA corto, incluyendo a
los miRNAs reguladores de la expresion y estabilidad de ge-
nes especificos.

El objetivo de este trabajo fue examinar la viabilidad de car-
diomiocitos aislados individuales en tiempo real, en células
cardiacas adultas aisladas individual es sometidas a condicio-
nes de lesién por isquemia simulada o exposicion a dinitro-
fenol y a proteccion por preacondicionamiento isquémico o
adenosina y comparar perfiles de expresion de miRNAs aso-
ciados con el preacondicionamiento de las células cardiacas

aisladas.

Una evaluacién simultdnea de cambios en la morfologia,
en la actividad metabdlica de los cardiomiocitos, en tiem-
po real, asi como la identificacién y cambios en expresion
miRNAs asociados en cardiomiocitos preacondicionados,
tienen el potencial para ser utilizados como una herramienta
de investigacién y bioprospeccién de nuevos medicamentos
y de terapias con potenciales propiedades cardiotéxicas o
cardioprotectoras.

Materialesy M étodos

Aislamiento de los car diomiocitos adultos

Células cardfacas ventriculares tolerantes al calcio fueron
aisladas mediante disociacién enzimatica (Gomez, 1997).
En breve, cobayos adultos (200-300 g) se anestesiaron con
pentobarbital (12 mg/100 g de peso, via intraperitoneal).
Tras la cardiotomia, el corazén fue perfundido retrégra-
damente / a 37 °C) con: medio 199 (Sigma, St Louis MO,
EE.UU.) durante 2 a 3 minutos para eliminar la sangre, se-
guido de perfusién con Ca®> + EGTA-buffer “medio bajo en
Ca’” (Potencial de calcio 7) por 180-240 s, que contenia (en
mM): NaCl 100, KCI 10, KH,PO4 1.2, MgSO4 5, glucosa
20, taurina 50, 10 HEPES (pH 7.2 hasta 7.4) y finalmente
con medio bajo en Ca*- que contenia (en P/ v) pronasa E
(0,8%, Sigma), proteinasa K (1,7%, Promega, Madison WI,
EE.UU.) albimina bovina (0,1%, fraccién V, Sigma) y 200
mM de CaCl,. Los ventriculos se separaron de las auriculas y
se cortaron en pequefios fragmentos (6-10 mm?®) en el medio
bajo en Ca?*. Por tltimo, las células individuales fueron ais-
ladas por agitacion del tejido (a 37 °C) en la misma solucién
suplementada con colagenasa (0.025mg/ml, Sigma). Des-
pués de 20 min, las células se filtraron a través de un filtro
de nylon, se centrifugaron (a 35xg) y se lavaron dos veces
con la solucidn baja en Ca**. Fragmentos de tejidos restantes
fueron re-expuestos a la colagenasa y el aislamiento se con-
tinu6 durante tres ciclos. Para obtener una preparacién enri-
quecida de miocitos ventriculares en reposo, con forma de
baston, las células de forma redonda y los desechos fueron
separados mediante centrifugacién diferencial y decantacién
(Jacobson, 1989). Los cardiomiocitos aislados se almacena-
ron en una solucién de Tyrode (en mM) Glucosa 5,5, NaCl
136,5, KCI1 5,4, MgCl, 0,53, HEPES 5,5 y CaCl, 1,8 y luego
se visualizaron usando un microscopio invertido (Nikon) y
se tomaron microfotografias (Nikon Digital Sight DG U3).
Los experimentos se realizaron con la aprobacién del Comité
Institucional para el empleo y cuidado de animales del Insti-
tuto Nacional de Salud de Colombia.

Isquemia simuladay preacondicionamiento isquémico

Se empleé un modelo de isquemia simulada letal (Arm-
strong, 1994) que se logra por la superposicion de los car-
diomiocitos (n=2.000) adultos aislados de cobayo (Cavia
porcellus) compactados en un precipitado celular y cubiertos
con aceite mineral, para reducir el intercambio gaseoso a 37
°C. El preacondicionamiento se logré exponiendo las célu-
las cardiacas aisladas del mismo grupo (n=2.000) a perio-
dos breves de lesion por hipoxia (1% de O,) alternada con
periodos cortos de suspension en condiciones de normoxia
(21% de O,) en una secuencia y tiempos previamente estan-
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darizados (10 min en hipoxia, 1 min en reoxigenacién, 10
min hipoxia, 9 min de reoxigenacién), como se indica en la
Figura 3.

Evaluacién dela viabilidad de las células car diacas
Morfologiay exclusion del Tripan azul

El nimero células se estimé usando un hemocitometro y
el ensayo de la exclusién del Tripan azul fue utilizado para
correlacionar la morfologia con la viabilidad cuando se in-
dique. La viahilidad celular de cardiomiocitos aislados in-
dividuales se evalu6 mediante el recuento de las células
que excluian el Tripan azul (0,25%) (Gomez, 1997). Las
células individuales se clasificaron en uno de los siguientes
tres grupos fenotipicos: (1) Células en forma de bastén con
clara forma alargada con estriado de sarcémeras definidas,
membrana celular lisa y regular, que exclufan el Tripan azul;
(2) Células de forma redonda sin estrias claras y contractura
aparente, que inclufan el azul tripan, y (3) Células de forma
rectangular, con estrias y superficie regular, que excluyeron
el azul tripan. Estas distinciones fueron hechas porque los
cardiomiocitos maduros tipicos poseen un sarcolema intacto,
tienen forma de bastén y son de aspecto rectangular, y se
consideran viables, mientras que cuando los cardiomiocitos
se dafian, se acortan y luego se hiper-contraen, dando la apa-
riencia de células en forma redondeada y no se consideran
viables (Hayashi, 1995, Gomez, 1997, Sarvazyan, 1998).

Reduccion del MTT

La viabilidad de células cardiacas individuales también se
cuantificé por medicién de la formacién de un producto de
formazan de color morado, resultado de la reduccion, de la
sal de metil tiazol tetrazolio (MTT, Bromuro de [3-(4,5-di-
methylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium]) de color
amarillo, por reductasas celulares (Mosmann, 1983; Car-
michael, 1987). El ensayo se bas6 en el método descrito en
cardiomiocitos ventriculares adultos con pequefias modifi-
caciones (Gémez, 1997). En breve, un ndimero conocido de
células cardiacas aisladas fue distribuido al azar y se disper-
s6 homogéneamente en cubreobjetos de vidrio y se sembrd
en un sistema de perfusién de bajo volumen (20X20x I mm?)
disenados especialmente para aplicar el MTT y los compues-
tos para diferentes protocolos experimentales. Los cardio-
miocitos aislados se visualizaron utilizando un microscopio
(Nikon Digital Sight DG U3) y el MTT se anadi6 a dife-
rentes concentraciones. La morfologia celular y el desarrollo
del color morado, asociado con la formacién del producto
formazan, fue seguido en tiempo real durante 60 minutos.
Este periodo de incubacion se utilizé para el posterior ana-
lisis morfométrico y de intensidad del color de cada car-
diomiocito, mediante microscopia de luz, procesamiento y

andlisis digital de las imdgenes. El ensayo de produccion de
formazan también se llevo a cabo mediante la medicion de la
cantidad de producto de reaccién disuelto en DMSO (15% V
/ V) por el cambio de absorbancia a 540 nm de longitud de
onda, utilizando un espectrofotémetro Beckman DU64. To-
dos los experimentos se realizaron a temperatura ambiente
(21 £2 °C). De esta manera, el diseio experimental utiliz6 la
actividad de MTT reductasa, presente y cuantificable en las
células viables, pero ausente en las células no viables (G6-
mez, 1997).

Procesamiento y andlisis digital deimagenes

El procesamiento de imdgenes consistié en la comparacion
de las imagenes de la misma célula en condiciones distintas
en el tiempo. La actividad de MTT reductasa y la morfologia
se midieron en los cardiomiocitos individuales intactos ex-
puestos a diversas condiciones experimentales y los cambios
se visualizaron y se siguieron en el tiempo durante 45-60
min. Después de la adquisicién de las imdgenes digitales de
los cardiomiocitos individuales se procesaron para realizar
el analisis morfométrico y describir la distribucién espacial
de la produccién de formazan. La actividad MTT reductasa
y la morfometria se expresaron con referencia a los valores
registrados en las condiciones de partida del control y con el
mismo grupo de células.

El disefio experimental se plane6 de manera que la misma
poblacién de células sirvié como su propio control interno.
La lesién quimica de los cardiomiocitos fue inducida por la
exposicién de las células cardiacas aisladas puras en solu-
cion de Tyrode suplementada con 2,4-dinitrofenol (DNP,
0-500 uM), que fue empleado como control de lesion celu-
lar. Las soluciones se prepararon con base en la solucién de
Tyrode que contenia (en mM) NaCl 136,5, KCl 5,4, MgCl,
0,53, HEPES-NaOH 5,5 (pH 7,4), suplementado con CaCl,
1,8 mM y glucosa 5,5 mM, el pH se ajust6 a 7,4. E1 DNP se
disolvié en DMSO, de tal manera que la concentracion final
de DMSO no excedi6 0,1%, una concentracién que no afecta
alaintegridad de los cardiomiocitos (Gomez, 1997). La is-
quemia simulada se indujo por incubacién de los cardiomio-
citos en 5% de CO, (37 ° C, 60 min). Como otro control del
efecto cardioprotector, el mismo grupo de células cardiacas
se expuso a una solucién de Tyrode que contenia 1 mM de
adenosina (Gémez et al 1997). Placas de cultivo de tejidos
se obtuvieron de Becton Dickinson (Heidelberg, Alemania).
Todos los productos quimicos para el cultivo de los cardio-
miocitos fueron de grados analiticos y adquiridos de Sigma
(St Louis, MO, EE.UU.) a menos que se indique lo contrario.
Todas las sustancias se prepararon como soluciones madre
concentradas y diluidas a concentraciones finales, antes de
realizar los experimentos.
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Perfil de expresion diferencial de microRNAs

El anélisis de hibridacién diferencial de miRNAs se realizé
empleando el estuche de microarrreglos (micromatrices) de
miRNAs (miRCURY LNATM microRNA Array, EXIQON,
Vedbaek-Dinamarca) que contiene 3100 sondas de captura,
complementarias a humano, ratén y rata y sus secuencias
virales relacionadas. En breve: Primero se realizé la purifi-
cacién y marcaje de los RNA pequefios. Para esto, el RNA
total se obtuvo de las células cardiacas aisladas, en condicio-
nes de lesidn y proteccion por preacondicionamiento isqué-
mico, como se describié arriba. De acuerdo con protocolos
proporcionados por el fabricante, 2 - 10° células se lavaron
con solucién tyrode y el RNA total fue extraido por medio
del reactivo Trizol (Life -Technologies). El DNA gendémico,
potencialmente contaminante de la fraccion de ARN, se eli-
miné usando DNasa I libre de RNasa (Ambion, Austin, TX).

El RNA obtenido se cuantificé con un espectrofotémetro
midiendo la densidad ptica a 260 nm de longitud de onda.
Se utilizé el RNA con base en su integridad y si la relacién
A260 / A280 fue de 1,8-2,0 como criterios de alta calidad
de preparaciéon de ARN. La integridad del ARN se evalué
mediante visualizacién en gel de agarosa (1%) de bandas
intactas de 28S y 18S ARN ribosomal (ARNr) que migré
a aproximadamente 5 y 1,9 kb, respectivamente (datos no
mostrados). Debido a las caracteristicas del RNA de bajo
peso molecular (SRNA) y su baja abundancia, los protocolos
estandar para aislamiento de ARN total y ARNm no son 6p-
timos para recuperacién de moléculas SRNA y pueden con-
ducir a la pérdida importante de miRNAs y otros sSRNAs. Por
lo tanto, el enriquecimiento de SRNA fue un paso importante
para la medicion de la expresion relativa de los miRNAs.
Para esto se uso6 el estuche de aislamiento de miRNAs (Cat #
1560, Ambion, Austin, TX) que facilit6 el enriquecimiento
de especies de RNA de bajo peso molecular (200 nt y mas
pequefios) .

Las reacciones de marcaciéon de ARN se realizaron con el
estuche de marcacion de miRNAs (Cat # AM-1562, Am-
bion, Austin, TX). En breve, la reaccion de marcacion conte-
nia 500 ng de RNA (de bajo peso molecular < 200 nt) o 500
ng sRNA (< 40nt), 0,5 mM de ATP, 50 mM de Hepes (pH
7,8), DTT 5 mM, 20 mM de MgCl2 , 150 mg / ml de PEG ,
10 mg / ml de BSA , 10 % DMSO y 1.000 ng de 50 -Bio-
tina con 3 unidades Weiss de T4 ARN ligasa. La reaccion
de marcaje se incubd a 37 °C durante 2 h. La eficiencia de
la marcacién fue similar (70%+5% y 69% +6%) y el RNA
marcado se usé para hibridar dos matrices d¢ miRCURY
LNAMTmicroRNAs (micro-matriz 7th generacién, humano,
ratén y rata de Exiqon, Vedbaek, Dinamarca) que contenia
sondas de captura para 3100 diferentes especies de miARN.

La hibridacién de las micro-matrices de miRNAs se realiz6 en
una solucién que contenia (5x - SSC, 1 % de BSA, 0,2 % de
SDS, 15 % formamida y 1 % solucién de Denhardt y des-
naturalizado por calentamiento durante 3 min a 95 °C, y en-
friado en hielo (2 min) antes de la hibridacion. Después de
colocar las matrices en la estacion de hibridacién (HS 400
Pro, Tecan, Ménnedorf, Schweiz), 30 puL de la mezcla de
hibridacién se inyect6 en la cdmara de hibridacién que per-
mite una separacion de las micro-matrices y la dispersion del
solucién de hibridacion entre las matrices de miRNAs. Con
control de temperatura y agitaciéon con el fin de facilitar el
flujo de la solucién entre el chip de miRNAs. El tiempo total
para la hibridacién fue de 16 horas.

Cuando se termind la hibridacion, las micro-matrices se la-
varon una vez en 2X SSC, 0,2 % SDS y tres veces en 0,2X
SSC a 42 °C. La deteccién de las sondas de hibridacién mar-
cadas con biotina se realizé con un complejo Streptavidina-
Isotiocianato de fluoresceina (dilucién 1:500 en solucién de
bloqueo (3 % BSA/PBS con previo bloqueo de las micro-
matrices (3 % BSA/PBS por una hora). Después de tres lava-
dos con PBS a 21 °C las matrices se secaron y se protegieron
de la luz. Inmediatamente, las matrices fueron leidas en un
escaner de fluorescencia (PowerScanner™, Tecan Minne-
dorf, Schweiz) para obtener las sefiales de fluorescencia.
Después de realizar la adquisicién de las imdgenes de las
micro-matrices en archivos digitales con el programa Array-
Pro® Analyzer se determinaron los niveles de expresion re-
lativos de 15.840 miRNAs, previa normalizacién de los da-
tos. En breve, a cada una de las intensidades de las sefales
se les sustrajo el ruido de fondo y se calcul6 el valor medio
de cuatro replicas de cada miRNA en la misma matriz. Los
datos se normalizaron con respecto a controles internos y
externos (RNA pequeiio U3 y los Spike-in miRNA Kit V2,
Exiqon). El nivel de expresion de cada especie miRNA se
informé como el log, de la relacion de las intensidades de
fluorescencia con respecto a los controles.

Analisis estadistico

Los resultados se expresan como medias + SEM, con n que
se refieren al nimero de experimentos. El anélisis de regre-
sién lineal se realizd mediante el OriginPro Software 7.0
(OriginLab Corp. Northampton, MA, EE.UU). La signifi-
cancia estadistica de las diferencias entre los dos promedios
se determiné con la prueba de la t de Student para observa-
ciones pareadas o no pareadas segun el caso y el andlisis de
la varianza (prueba de ANOVA de una via) cuando se com-
pararon mas de dos grupos. Un valor de p <0,05 se considerd
estadisticamente significativo. Para el andlisis de la expre-
sién diferencial de los miRNAs y para otorgar igual valor a
los miRNAs que aumentaron o disminuyeron los niveles re-
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lativos de expresion, se compar6 el logaritmo en base 2 de la
proporcién entre los promedios de las intensidades de fluo-
rescencia de cada miRNA en cada grupo experimental. Se
usé el programa TIGR MeV (http://www.tigr.org/software/
tm4). miRNAs expresados que cambiaron significativamen-
te en respuesta a cada condicién experimental (n=4) fueron
determinados basados en la T-test. Se consideré como valor
critico de P < 0.05, segun la distribucién-F y un 95% de in-
tervalo de confianza.

Resultados

Actividad MTT reductasa de cardiomiocitos medida en
célulasindividuales por €l procesamiento deimagenesde
células individuales y por la densidad dptica por espec-
trofotometria

Para determinar que el preacondicionamiento isquémico se
podia obtener y evaluar en cardiomiocitos aislados e indi-
viduales, fue necesario evaluar si la reduccién de la sal de
tetrazolio, MTT se podia detectar y medir en una sola célula
cardiaca individual. Para esto, células cardiacas ventricula-
res aisladas en forma de bastén y en reposo, se expusieron
a diferentes concentraciones de MTT en solucién Tyrode
(concentraciones finales desde 0.025 a 4 mM) y se moni-
torearon los cambios de color asociados a la produccién de
formazan durante 45 minutos por microscopia de luz y pro-
cesamiento de imdgenes digitales en tiempo real. La reduc-
cion de la sal de tetrazolio se asoci6 consistentemente (n =
30) con el desarrollo de cristales microscépicos de un color
azul oscuro dentro de 1-2 min. Los cardiomiocitos ventricu-
lares experimentaron con el tiempo, un aumento progresivo
de formazéan azul derivado de la actividad MTT-reductasa
intracelular [Figura. 1 (a)]. Este aumento fue significativo
cuando se compararon los valores de formazan obtenidos a
los 5, 10, 20, 30, y 45 minutos (226,9 + 9,52; 188,2 + 13,5
y 14,4 + 15,0 unidades de intensidad, medida en escala de
grises de 0-255) [Fig. 1 (b).] La intensidad de grises, 1G,
también fue una funcion de la concentracion del MTT (112,0
+ 19,4; 120,7 = 21,2; 122,1 = 17,4; 123,5 = 17,6; 120,7 +
13,9 y 113,0 = 19,3 unidades de densidad éptica cuando los
cardiomiocitos fueron expuestos a 0.025; 0,5; 1,0; 2,0; y 4,0
mM, de MTT respectivamente (datos no ilustrados).

La reduccién de MTT se llevé a cabo selectivamente por los
cardiomiocitos en forma de bastén y bajo nuestras condicio-
nes experimentales, el nivel formazan intracelular mas alto se
produjo dentro de 30 min (n = 50) de inicio de la exposicién al
MTT. Més de 99% de los cardiomiocitos de forma redonda no
desarrollaron los cristales de formazan detectables al micros-
copio de luz y se observé menos pronunciada la coloracién
azul oscuro asociada a la produccién de formazan en menos
del 1% de las células de forma redonda (220 + 19,4, n = 45).

El ensayo MTT clésico evalia la actividad de reduccion del
MTT medida por densidad 6ptica del formazan producido
por grupos de células y es un método confiable para eva-
luar la viabilidad de las células cardiacas (Gomez, 1997).
Basandose en las propiedades colorimétricas de la reduc-
cién de MTT, se investigd la relacién entre las medidas es-
pectrofotométricas de la formacioén de formazéan de células
viables con forma de bastén, expresada en densidad 6ptica
(DO a 540 nm) y las mediciones de la intensidad de color
de laactividad MTT reductasa de una sola célula. Los va-
lores obtenidos después del procesamiento de imagenes se
expresaron en niveles de intensidad de grises, en una escala
de 0-255 niveles). Las diluciones de las células se realiza-
ron en medios incoloros utilizando varias preparaciones de
cardiomiocitos; cada una derivada de diferentes corazones
adultos de cobayos. Las reacciones de formacién de for-
mazdn se llevaron a cabo en experimentos separados con
un nimero de células conocido (3000) por cuadruplicados;
la incubacién de los cardiomiocitos se realizé en una solu-
cién con MTT (2 mM). El color azul oscuro cuantificable
se desarrollé durante 45 min y se cuantificaron usando un
espectrofotémetro y el procesamiento de imagenes [Fig.
1 (b)]. Se detecté un aumento de la absorbancia de 0,2 +
0,0038 a2 0,591 + 0,0358 unidades de densidad ptica cuan-
do 3,000 cardiomiocitos en forma de baston se evaluaron
en el intervalo de 5 a 45 minutos [Fig. 1 (b), los cuadrados],
y un cambio en los valores de niveles de grises de 220,3 +
7,7 a 150,4 + 14,4 niveles cuando se evalud la actividad de
una Unica célula en forma de baston en el mismo periodo
de tiempo [Fig. 1 (b), diamantes llenos]. Las densidades
opticas y los valores de grises para el producto formazin
mostraron una relacién similar. Para definir los valores de
intensidad de grises, medidos por el andlisis de imagenes,
en relacién con el cambio en las unidades de densidad 6pti-
ca, medidas por espectrofotometria, se utiliz6 el andlisis de
regresion lineal para ajustar los datos y este andlisis mostré
una alta correlacion lineal (r’= 0,99; p= 0,001) [Fig. 1 (c)],
lo cual es esencial para la estimacién confiable de la viabi-
lidad de una dnica célula por el procesamiento de imdgenes
en tiempo real.

La relacién entre OD por espectrofotometria y los valores
de intensidad de grises del formazan obtenido en todas las
poblaciones de células en 30 corazones probados, se man-
tuvo lineal. El valor més bajo detectable para la produccién
de formazan fue de alrededor de 0.011 unidades de DO (n =
30), producto de 50-70 células después de 90 minutos de
exposicién al MTT, mientras que el valor minimo detectable
para la produccién de formazan fue 220,3 + 7,7 niveles de
intensidad de grises (n = 45) producto de una unica célula
después de 5 minutos de exposiciéon al MTT.
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Figura 1. Actividad de MTT reductasay patron temporal de
la produccion de formazan, lo que refleja la reduccién intra-
celular deMTT. La actividad MTT reductasa fue visualizado en
los miocitos ventriculares de cobayo en una estacién de trabajo de
andlisis de imdgenes Opticas durante 45 min. (A). imagenes repre-
sentativas de la secuencia de imdgenes obtenidas por microscopio
de luz de un cardiomiocito aislado individual a los 5, 10, 20, 25 y
30 min de exposicién al MTT. Las barras horizontales representan
30 micras. (B). Actividad de MTT reductasa de cardiomiocitos
medida con espectrofotémetro y con el andlisis de imagenes
Opticas digitales. Relacion entre el tiempo de exposicion MTT y la
densidad 6ptica (DO absorbancia a 540 nm) (cuadrados) (n = 4).
(C) Una relacién similar se obtuvo con el andlisis y procesamiento
de imdgenes digitales (intensidad de grises en una escala 0 a 255
siendo 255, el nivel mas claro y 0, el nivel mas oscuro) (linea
recta) (n = 45), coeficiente de correlacion lineal (R* = 0.9869).

Efecto del DNP y la Adenosina sobre la viabilidad, la ac-
tividad MTT reductasay lalongitud de células car diacas
individuales

Como controles experimentales para evaluar el efecto de le-
sién o la proteccidon celular, se evalué el efecto del DNP y
la Adenosina sobre la viabilidad de cardiomiocitos aislados
empleando el ensayo de Tripan azul y el procesamiento de
imagenes en tiempo real para monitorear los cambios en la
morfologia y en la actividad MTT reductasa de en una célula
cardfaca individual durante 50 min. Células ventriculares in-
dividuales en reposo expuestas a DNP (50-500 uM) experi-
mentaron cambios en la longitud de la célula afectada. Tam-
bién se observaron cambios en la actividad MTT reductasa
intracelular (Fig. 2). Después de la adicién de DNP (100,
200, 300, 400 y 500 uM), el acortamiento celular aumentd
alrededor de 42,1 + 7,1%, n = 5; 45,6 + 5,8%, n = 10; 47,1
+10,75%,n=6;48,6 + 11,07%,n =11y 56,2 + 8,2%, n =
11, respectivamente. Sin embargo, cuando los cardiomioci-
tos fueron expuestos a bajas concentraciones de DNP (12,5 y
50 uM) no se observaron cambios significativos (p <0.05, n
= 15) en la longitud (2,9 = 2,2 y 2,0 + 0,8%, respectivamen-
te) y en la morfologia celular, incluso después de 50 min de
exposicién y toma de imagenes en tiempo real, de una ma-
nera similar a los cardiomiocitos no expuestos [Fig. 2 (a)],
paneles de 0 y 50 uM). Aunque el acortamiento alcanzé una
meseta relativamente constante (60 = 4,6%) en 20 = 4,7 min,
las concentraciones mds altas de DNP promovieron el mas
rapido grado de acortamiento celular, es decir, en 100 uM de
DNP se observé una disminucién detectable en la longitud
de la célula, que se inici6 a 6,5 + 4,7 min, en comparacién
con 7,3 +3,7 min; 10,9 £ 4,6 miny 11,6 + 3,1 min a concen-
traciones de 200 [(Fig. 2 (b)], 300 y 500uM DNP, respectiv-
amente (n = 10 en cada caso).

La produccién de formazan estimada y evaluada por el pro-
cesamiento de imagenes fue significativamente menor en
los cardiomiocitos expuestos a DNP 10 min (158,8 + 17,6
niveles de intensidad de color n = 9) en comparacién con
los no expuestos (136,9 + 16,8 n = 45, p <0,01). La inten-
sidad del color disminuyé progresivamente a medida que el
tiempo de exposicién al DNP se increment6 en cada uno de
los 40 cardiomiocitos analizados. Después de 45 minutos de
exposicién al MTT, las intensidades del color expresadas en
niveles de grises fueron 158,8 + 17,6; 172,7 + 20,3; 192,2 +
23 y 189,3 + 23 para cardiomiocitos expuestos a DNP 200
UM durante 10, 30, 60 y 120 min, respectivamente [Fig. 2
(c) y 2 (d)]. El perfil de la viabilidad celular, derivada de la
morfologia y la actividad de la reductasa de MTT, usando el
sistema de procesamiento de imigenes en tiempo real, fue
similar a la obtenida usando el ensayo de exclusion del tripan
azul [Fig. 3 (e)].
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Figura 2. Efecto de DNP en la supervivencia de |os car diomiocitos. Cardiomiocitos, en Tyrode (con calcio y glucosa) sin ningtin agente
(0 uM) y con el Dinitrofenol, DNP. (A). La morfologia celular como una funcién de las concentraciones de DNP (0-500 uM). Las barras
horizontales representan 30 micras. (B). La morfologia celular como una funcién de tiempo (5-45 min , DNP 200 uM). Las barras horizonta-
les representan 30 micras. (B). Acortamiento celular cuantificado de forma paralela por el procesamiento de las imagenes digitales, longitud
medida cada 2 min durante el tratamiento con DNP que promovi6 el acortamiento celular. Los datos de cada punto representan la media +
SEM (n = 11). (C). Este panel muestra la actividad MTT- reductasa de cardiomiocitos individuales con DNP 200 uM durante 10 y 60 min.
Las barras horizontales representan 30 micras. (D) Este panel muestra la actividad MTT - reductasa celular en funcién del tiempo DNP (200
uM) se promueve la muerte celular y la disminucién en la produccién de formazén 2-45 min de observacién en tiempo real, siendo significa-
tiva desde los 10 min (** n=9, p <0,01). (E). Evaluacion de la viabilidad por el ensayo de tripan azul, de los cardiomiocitos sin exposicién
(Control) y expuestos a DNP (200 uM) durante 45 minutos. Los datos representan la media + SEM (n = 10),

** diferencias significativas , p < 0,01).

Como control experimental para evaluar el efecto de protec- novic, 1998; Vinten-Johansen, 1999), especificamente que la
cion celular, se evalud el efecto de la Adenosina (1 mM) so- adenosina proporciona una proteccién de los cardiomiocitos
bre la viabilidad de cardiomiocitos aislados y los resultados contra la hipoxia [Fig. 3 (b)].

fueron similares a los ya informados (Gémez, 1997; Jova-
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Figura 3. Protocolo de induccion del preacondicionamiento
isquémico en cardiomiocitos ventriculares aislados. (A). Grupo
Control. Cardiomiocitos expuestos a una atmdsfera de oxigeno
gaseoso O,, indicado en %. Grupo Lesién, IS: Cardiomiocitos
expuestos a isquemia simulada inducida por precipitacion celular e
interrupcion del intercambio gaseoso con aceite a una temperatura
de 21 0 37 °C, en donde se indique. N: Resuspensién celular y
reanudacion del intercambio gaseoso en condiciones de normoxia
(21% de oxigeno) y a temperatura ambiente (21 °C). Grupo Car-
dioproteccién: Cardiomiocitos expuestos a periodos intermitentes
de isquemia simulada, IS por 10 minutos, normoxia un minuto,
IS por 10 minutos y Normoxia durante 9 minutos. El apdstrofe
significa tiempo en minutos h= tiempo en horas. El tiempo total de
exposicion a las diferentes condiciones fue de una hora y treinta
minutos. (B) Fotografia de cardiomiocitos ventriculares aisla-
dos obtenidas por microscopia de luz. Fotos representativas de
cardiomiocitos expuestos durante 45 minutos en condiciones de
normoxia, PCI, lesién por isquemia simulada, exposicion a Ade-
nosina (1 mM) y a DNP (200 uM). Barras representan 50 micras.

Efecto delaisquemia simuladay del preacondicionamien-
to sobrelaviabilidad de cardiomiocitos aisados

El preacondiconamiento isquémico proporciona una protec-
cion de los cardiomiocitos obtenidos de diferentes especies
(Gomez, 1997; Jovanovic, 1998; Vinten-Johansen, 1999).
Para investigar el efecto de la lesién por isquemia simulada
(IS) y preacondicionamiento isquémico (PCI) sobre la viabi-

lidad de las células cardiacas, miocitos ventriculares indivi-
duales fueron expuestos a IS y PCI [Fig. 3] y a continuacion,
la lesién se indujo por incubacién de los cardiomiocitos en
5% de CO,, 37 °C; 60 min. La condicion de PCI afect signi-
ficativamente (p <0,01) la actividad MTT reductasa unicelu-
lar medida como la intensidad del color en escala de grises,
es decir, (150,5 + 10,8, n = 40) en ausencia vs(113,0 = 10,7
n = 25) después del PCI [Figura 4 (a)]. Los cardiomiocitos
expuestos a PCI resultaron con un aumento significativo
de la actividad MTT reductasa [Fig. 4 (a) y 4 (b)], es decir,
0,0617 = 0,009 unidades de DO (n = 10) en células expuestas
aPCIly 0,0902 + 0,002 unidades de DO (n = 10) en células
expuestas a IS [Fig. 4 (c)]. Consistente con lo anterior, la
produccién de formazan de una sola célula en condiciones
de IS fue significativamente menor en comparacién con los
niveles de formazan desarrollado en cardiomiocitos expues-
tos a PCI, es decir, (36,4 +3,0% vs 52,2 = 4,2% de niveles de
intensidad respectivamente, p <0,05, n = 25) [Fig. 4 (b)]. El
perfil de la viabilidad celular detectado con la actividad MTT
reductasa de poblaciones de células y de células individua-
les, como consecuencia de las condiciones de IS y PCI, fue
similar a la obtenida a partir del ensayo de tripan azul [Figs.
4 (b), 4 (c) y 4 (d)]. Con base en la evaluacion de la acti-
vidad MTT reductasa, la morfologia celular y el ensayo de
exclusion del tripan azul, el PCI redujo la pérdida de células
viables (p <0,05, n = 25; Fig. 4) inducida por el tratamiento
con 5% de COZ, 37 ° C; 60 min, una condicién de isquemia
térmica simulada.

Perfil de expresion diferencial de microRNAs de cardio-
miocitos expuestos a PCI

Para caracterizar los perfiles de expresiéon de miRNAs en
cardiomiocitos aislados en condiciones de normoxia y PCI,
visualizamos el patrén de expresion de miRNAs mediante
el uso de micromatrices en una estacién de trabajo Nimble-
gen, como se describié en materiales y métodos (Fig. 5). Los
cambios en la intensidad de fluorescencia después de haber
sido normalizadas [Fig. 6 (a)], se registraron como cambios
en los perfiles de expresién de miRNAs. Por ejemplo, los
niveles de intensidad de fluorescencia fueron medidos para
cada uno de los 3100 miRNAs dispuestos en la matriz [Figs.
6 (a) y 6 (b)]. El aumento o disminucion de las intensidades
de fluorescencia calculados como el log, del cociente de la
relacién de la intensidad de fluorescencia de los miRNAs en
cardiomiocitos expuestos a condiciones de normoxia (21%
0O,) y a PCI, se interpreté como cambios en los miRNAs
expresados y patrones heterogéneos de las intensidades de
fluorescencia detectadas en las matrices y se asociaron con
diferencias de los perfiles de expresion de miRNAs, no obs-
tante, para algunos miRNAs se observaron intensidaes de
fluorescencia similares localizados en diferentes cuadrantes
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Figura 5. Protocolo para la obtencion de los perfiles de ex-
presién de miRNA usando hibridacion de micro-matrices de
MiRNAS. Se extrajo el RNA de bajo peso molecular a partir de

cardiomiocitos ventriculares en condiciones de normoxia y PCI, se
marcé y se hibridizaron las micro-matrices de miRNAs.

Figura 4. Efecto del PCI en la supervivencia delos cardio-
miocitos. Fotografias de cardiomiocitos aislados, en Tyrode (con
calcio y glucosa) sin exposicion y expuestos a PCI, segtin el pro-
tocolo descrito en materiales y métodos y en la Figura 3. (A). La
morfologia celular conservada en las células expuestas a PCIL. Las

barras horizontales representan 30 micras. (B). Este panel muestra
la actividad MTT- reductasa de cardiomiocitos individuales con
PCI durante 5 a 45 min. en funcién del tiempo. El PCI promueve
la supervivencia celular y el aumento en la produccién de forma-
zan 2-45 min de observacion en tiempo real, siendo significativa
desde los 20 min (**n=9, p <0,01). (C y D). Evaluacién de la
viabilidad de los cardiomiocitos no expuestos (Control) y expues-
tos a PCI por el ensayo de actividad MTT reductasa y el ensayo
de tripan azul. Los datos representan la media + SEM (n = 25), el
PCI redujo la pérdida de células viables (p <0,05, n = 25).

(a) Normalizacion

Antes L"/‘_-—
Después | f
(b)

Normoxia
PCI

Clave de color
1 5] 10
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Figura 6. Diagrama del andlisis de expresion diferencial de
miRNAs en car diomiocitos ventriculaes aislados en condicio-
nes de Normoxiay PCI. El andlisis de hibridaci6n diferencial
con microarrreglos de miRNAS se realizé con cDNAs obtenidos
de células cardiacas de ventriculos de cobayo (Guinea pig, Cavia
porcellus) en condiciones de lesién o proteccién por preacondi-
cionamiento isquémico. Se determinaron los niveles de expresion
relativos de 3.100 miRNAs (n=4), previa normalizacion de los
datos. Se compard el log, de la proporcién entre los promedios de
las intensidades de fluorescencia (Isotiocianato de fluoresceina)
de cadamiRNA en cada grupo experimental (Prueba t, valores
de p<0,05). Las filas representan las condiciones experimentales
(Normoxia y Preacondicionamiento) y las columnas representan
los miRNAs. Verde significa expresion disminuida (log,= -1).
Negro significa expresién similar (log,=0). Rojo significa expre-
si6n aumentada (log,=+1). Se us6 el programa TIGR MeV (http:/
www.tigr.org/software/tm4).
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de las micro-matrices [Fig. 6 (b)]. En conjunto, cardiomioci-
tos aislados de cobayo expuestos a PCI se asociaron con un
perfil de expresion diferencial de miRNAs en comparacién
con los cardiomiocitos en condiciones de normoxia [Fig. 6

(d)].

De las 3100 sondas de miRNAs impresas en las micro-ma-
trices, 238 fueron detectados en los cardiomiocitos en nor-
moxia y en PCI y se asignaron a miRNAs especificos. En
total, 62 y 95 miRNAs especificos cambiaron su expresion
significativamente en respuesta a cada condicién de nor-
moxia y PCI, respectivamente (Cuadro 1). La comparacién
fue determinada basada en la T-test, segutn la distribucién-F,
con un valor critico de P < 0.05 y un 95% de intervalo de
confianza, después de haber sido normalizados. Algunos los
miRNAs expresados diferencialmente en los cardiomiocitos
expuestos a PCI, en comparacién con los no preacondiciona-
dos se relacionan en el cuadro 2.

Cuadro 1. miRNAs expresados que cambiaron significati-
vamente en respuesta a la induccién de proteccion por PCI

Tratamiento miRNA miRNA
Normoxia 87 62
Preacondicionamiento 151 95

miRNAs significados para cada tratamiento fueron determinados basa-
dos en la T-test. Los valores de P segiin la distribucion-F, valor critico de
P<0.05 y un 95% de intervalo de confianza.

Cuadro 2. Algunos miRNAs expresados diferencialmente
en PCI

Aumentaron No cambiaron
hsa-miRNA-409.3p | hsa-miR-508

Disminuyeron
hsa-let-7d.3p

hsa-3689a-5p hsa-miR-586 mmu-miR-3473c¢
hsa-miR-4660.3p hsa-miR-597 hsa-miR-15b-5
hsa-miR-1908 hsa-miR-181a hsa-miR-451a

hsa-miR-4507 hsa-miR-379-3p

hsa-miR-4425 hsa-miR-719
hsa-miR-21 hsa-miR-921
hsa-miR-24 hsa-miR-143
hsa-miR-137
hsa-miR-875

Con el fin de identificar las posibles vias funcionales media-
das por estos miRNAs expresados diferencialemente y con
base en las secuencias de los miRNAs se identificaron algu-
nos potenciales mRNAs objetivos validados de la base de
datos miRWalk (Dweep H, 2011). Los18 miRNAs evalua-

dos (Cuadro 2), resultaron tener mRNAs dianas validados,
cuya identidad revel6 que las vias predominantes mediadas
potencialmente por los miRNAs identificados estaban invo-
lucrados en proliferacion celular, diferenciaciéon y muerte
celular, reparacion de dafios en el DNA, canales i6nicos, asi
como mRNAs dianas implicados en cambios epigenéticos,
siendo este dltimo proceso identificado como particularmen-
te implicado (Fig. 6b, Cuadro 2).

Discusion

En este trabajo se presenta evidencia experimental de que
la exposicién de miocitos cardiacos aislados de corazones
de cobayos, a las condiciones de preacondicionamiento
descritas en materiales y métodos y en la figura 3 induce
efectos cardioprotectivos actuando de manera directa en la
supervivencia de los cardiomiocitos ventriculares. Se mues-
tra que el preacondicionamiento isquémico en cardiomioci-
tos individuales se puede evaluar mediante el monitoreo de
la morfologia y de la actividad MTT reductasa en tiempo
real, como indicadores simultaneos del estado de viabilidad.
También, se presenta evidencia de la expresién diferencial
de miRNAs, en cardiomiocitos asilados en condiciones de
preacondicionamiento.

Los resultados mostraron que la reduccién de la sal de te-
trazolium MTT al pigmento formazin es una funcién del
nimero de células viables presentes. Tipicamente, la célula
cardiaca viable tiene forma de bastén (10-30 um de ancho
and 80-150 um de largo), es estriada, integra y con actividad
metabdlica, reflejado por la integridad y regularidad de la
membrana celular observada en el microscopio de luz y la
reduccién del MTT en formazan que se puede cuantificar en
las células viables, respectivamente. El cardiomiocito, cuan-
do es lesionado, se acorta, luego se hipercontrae y presenta
una forma redondeada (10-30 um X 40-60 pum) con una con-
tractura miofibrilar y reduccién de la actividad MTT reduc-
tasa (Gomez, 1997).

La determinacién del nivel de viabilidad de células car-
diacas individuales mediante la evaluacién de la actividad
MTT reductasa es comidn (Carmichael, 1987; Yu, 2013),
sin embargo, hacia falta una caracterizacién mas detallada de
la reduccion del MTT. Especialmente, algunos aspectos im-
portantes son si los cardiomiocitos individuales en forma de
baston, acortados o de forma redonda soportan la reduccién
de MTT y si la inhibicién o estimulacién del metabolismo de
estas células puede ser discriminado por la actividad MTT
reductasa observada mediante el registro en tiempo real,
de las secuencias de imagenes de la misma célula viable en
forma de bastén y expuestas a condiciones de preacondicio-
namiento y a la adenosina, dos condiciones informadas que
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Figura 7. Efecto del preacondicionamiento isquémico sobrela viabilidad de cardiomiocitos ventriculares aislados individuales
sometidos a isquemia simulada. En los paneles de la izquierda se observa la imagen Gptica original de un cardiomiocito ventricular aislado
por disociacién enzimadtica y visualizado por microscopia de luz. Observe la morfologia y la longitud de las células cardiacas ventriculares
aisladas, en forma de bastén, de 108 + 19 micras, de larga (n = 45). En los paneles de la derecha, se observan las células cardiacas después de
ser expuestas a IS. Nétese que la célula conserva su forma de bastén cuando es expuesta a PCI (derecha y abajo) a diferencia del cardio-
miocito que se lesiona por IS (derecha y arriba), cuando no ha sido sometido a PCI. Seleccién de una célula cardiaca individual aislada con
forma redondeda (con un didmetro de 49 + 12 micras) y con pérdida de la morfologia tipica de un cardiomiocito viable. Barra es equivalente
a 30 micras.

inducen cardioproteccion contra la isquemia (de Jong, 1990;
Toombs CF, et al 1992; Gross, 1992; Gémez, 1997; Sato,
2000; Vinten-Johansen, 2013), asi como a la exposicion al
2,4-dinitrofenol (DNP), un conocido inhibidor de la fosfori-
lacién oxidativa, que se ha utilizado para simular los efectos
de la hipoxia (Alekseev, 1997; Hudman, 2002).

El examen de la morfologia celular y de la actividad de la
MTT reductasa de manera simultanea y en tiempo real pue-
den ser indicadores sensibles, precisos y menos variables
para determinar el nivel de viabilidad de estas células, en
particular cuando el nimero de células es muy bajo (Gomez,
1997; Sarvazyan, 1998) y proporciona evidencia adicional
de que el PCI tiene accién citoprotectiva directa sobre los
cardiomiocitos promoviendo su supervivencia in vitro (Fig.
7). Por lo tanto, una evaluacion simultdnea de la morfologia
y actividad metabdlica en el tiempo en cardiomiocitos indi-
viduales revela el efecto del PCI en células cardiacas aisla-
das e individuales y tiene el potencial de ser usada como una
herramienta de bioprospeccion de nuevas drogas o diversas
condiciones que tengan propiedades de lesién o cito-protec-
cion.

La confirmacién del efecto lesivo del DNP asi como del efec-
to protectivo directo de la Adenosina y del PCI sobre células
cardiacas aisladas e individuales, en ausencia de otros tipos

celulares, tales como células vasculares o nerviosas, median-
te el monitoreo de la supervivencia en tiempo real, sugieren
que ésta aproximacion experimental puede servir como una
herramienta de tamizaje para determinar los efectos sobre la
viabilidad de células cardiacas aisladas expuestas a agentes
o0 a condiciones con propiedades cardioprotectivas o cardio-
toxicas en estudios farmacolégicos y biotecnolégicos de car-
dioproteccion. Estos podrian incluir, soluciones cardioplé-
gicas, induccién de hipotermia para reducir el metabolismo
miocardico, condiciones para disminuir la demanda de oxi-
geno. En todos estos estudios estd involucrado la evaluacion
de la induccién o la promocién de la sobrevivencia celular y
la reduccién o limitacién del dafio de las células cardiacas.

Debido a la dependencia de la citoproteccion de la naturaleza
de la condicién experimental a la que los cardiomiocitos se
han expuesto y a las limitadas medidas bioldgicamente rele-
vantes de dafio de la célula cardiaca, para evaluar la accién
citoprotectora o la eficacia de intervenciones cardioprotec-
tores, éstas se han basado en la evaluacion y seguimiento de
los cambios fisiolégicos (Gomez, 1997; Jiovanovic, 1998).
Por lo tanto, la evaluacién en tiempo real de la actividad
MTT reductasa y la morfologia puede ayudar a la identifi-
cacion de sustancias con propiedades de cardioproteccidn vy,
de manera especifica y precisa evaluar el éxito en la supervi-
vencia celular a nivel de célula cardiaca aislada e individual.
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Un enfoque sencillo pero muy valioso, en la evaluacion de
estas sustancias, implicaria la determinacién de efectos es-
pecificos sobre la viabilidad de cardiomiocitos individuales
antes de su implementacién en soluciones de adyuvantes y
en ensayos clinicos. Por ejemplo, un efecto de supervivencia
mas alta después de las exposiciones directas de la célula
cardiaca individual indicaria una posible recuperacién mio-
cardica atribuibles a la intervencion.

En este trabajo ademds evaluamos la expresion diferencial
de miRNAs, genes reguladores de la expresion genética
(Ambros, 2004), en cardiomiocitos aislados. Este trabajo
utilizé una herramienta reciente de biotecnologia molecular
para estudiar el perfil de miRNAs (Castoldi, 2007) en car-
diomiocitos aislados expuestos a condiciones de lesiéon por
isquemia y proteccién por exposicién a PCI. Los miRNAs
diferencialmente expresados y validados resultan ser molé-
culas ttiles para anticipar cambios en la expresion de genes
importantes en la fisiologia de las células cardiacas (Hofdli,
2013). La identificacién de miRNAs como potenciales mar-
cadores moleculares que regulen la expresion de genes con
propiedades cardiotéxicas o cardioprotectoras y que estén
implicados en la fisiopatologia de enfermedades cardiovas-
culares, como en la isquemia y la falla cardiacas, serd clave
para estudios dirigidos identificar miRNAs con potencial
diagndstico y terapéutico (Baker, 2013).

La investigacion de la expresion de algunos de estos mi-
croRNAs en células cardiacas aisladas, con la posibilidad
de generar interferencia de la expresién de algunos genes,
se espera tenga impacto, no solo en investigaciones bdsicas,
sino también en futuras aplicaciones clinicas (Manne, 2010;
Ali, 2011, Baker, 2013). Los resultados obtenidos sugieren
que los miRNAs identificados pueden ser potenciales mar-
cadores moleculares de prevencion, deteccién temprana y
tratamiento de enfermedades cardiacas (van Rooij, 2012).
Este avance en la identificacién y caracterizacién funcional
de miRNAs en cardiomiocitos, no solo puede contribuir a
establecer una herramienta molecular para avanzar en lo que
se ha llamado la genémica de tercera generacion para resol-
ver el entrecruzamiento entre Genoma-Transcriptoma-Pro-
teoma-Funcién (Xie, 2005; Parsons, 2012) y enfermedades
crénicas como las cardiovasculares, sino también aporta al
conocimiento de genes involucrados en la fisiopatologia de
enfermedades cardiovasculares, como la isquemia y la falla
cardiaca y es clave para estudios dirigidos identificar miR-
NAs con potencial diagnéstico y terapéutico (Small, 2011;
Baker, 2013). Los miRNAs expresados diferencialmente
en cardiomiocitos identificados en este trabajo pueden ser
usados para el estudio funcional de genes reguladores, que
contribuyan al estudio de la biologia molecular de células
cardiacas y de genes que puedan asociarse con la iniciacién

o la progresion de las enfermedades cardiovasculares (Yang,
2012).

En conclusién, el preacondicionamiento isquémico en car-
diomiocitos aislados evaluado por la supervision de la mor-
fologia y la actividad MTT reductasa, de manera simultdnea
y en tiempo real, en asocio con la expresion e identificacién
de miRNAs especificos, que cambian su expresion con el
PCI, plantea la importancia de investigar la funcién de al-
gunos miRNAs bajo condiciones fisiopatoldgicas de estrés
y enfermedad. Adicionalmente, este modelo experimental
se puede constituir en un procedimiento de bioprospeccién
guiado por un filtro celular, metabdlico y molecular para el
estudio de la fisiologia y patologia de la célula cardiaca, asi
como para el tamizaje de farmacos, productos naturales o
procedimientos con potenciales efectos cardiotéxicos o car-
dioprotectores, encaminados a reducir el riesgo de dafio ce-
lular y disfuncion ventricular.

Limitaciones del trabajo

El monitoreo en tiempo real del preacondicionamiento is-
quémico cardiaco en células individuales puede haber ses-
gado favorablemente la interpretacién de los cambios aso-
ciados con cardiotoproteccidn, en parte porque los datos
de la funcién de los cardiomiocitos no estaban disponibles
y las células cardiacas podrian exhibir una susceptibilidad
heterogénea a la lesion y a la respuesta a condiciones de es-
trés celular; sin embargo, esto puede ser un valor agregado
porque ésta aproximacion de evaluar la viabilidad de células
cardiacas individuales como pardmetro de proteccién permi-
te la evaluacién simultdnea de una actividad metabdlica y de
la morfologia de la célula cardiaca individual en tiempo real.
Por otra parte, se requieren investigaciones adicionales para
validar por PCR en tiempo real la expresion diferencial de
miRNAs, asi como la identificacién y la validacion expe-
rimental de sus principales dianas moleculares (Xie, 2005;
Gomez, 2011) en los cardiomiocitos .
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ESTUDIO PRELIMINAR DE LA COLOCACION DE UN SATELITE
ARTIFICIAL MEDIANTE UN COHETE LANZADO DESDE
TERRITORIO COLOMBIANO

A PRELIMINARY STUDY OF THE PLACEMENT OF AN ARTIFICIAL
SATELLITE BY A ROCKET LAUNCHED FROM COLOMBIAN TERRITORY

Jhonathan Orlando Murcia Pineros’, José Gregorio Portilla’

Resumen

Murcia-Pineros J.O, J.G. Portilla: Estudio preliminar de 1a colocacion de un satélite artificial mediante un cohete lanzado desde terri-
torio colombiano. Rev. Acad. Colomb. Cienc. 37 (145): 449-461, 2013. ISSN 0370-3908.

Se presenta el estudio de la trayectoria de vuelo de un cohete de tres etapas lanzado desde territorio colombianoe con el propdsito
de posicionar un pequefio satélite en drbita baja terrestre. Para ello se consideraron las fuerzas que alectan ¢l movimiento del cohete
tales como la fuerza de empuje, la de la gravedad as{ como las que surgen cuando ¢l objeto se desplaza a través de la atmdafera y, con
valores especificos de rendimiento de cohetes que se pueden deriverar de la produccién actual de la industria nacional, se establecié
la masa y el tamafio de cada una de las tres etapas que conforman el cohete a través de un proceso de optimizacién. Se integraron
lag ecuaciones diferenciales que describen el movimiento del cohete por medio de un cédigo computacional disefiade por los autores
lo que permite determinar el estado dindmico de la carga 1itil (¥ de las etapas una vez se hayan desprendido) en cualquier instante
de tiempo. La integracién se extendié hasta alcanzar el mormento de la entrada a érbita (inyeccién) lo que permite establecer log
elementos orbitales del satélite.

Palabras clave. Satélite artificial, cohete, motor cohete, trayectoria de vuelo, vehiculo lanzador.

Abastract

We present a study of the flight path trajectory of a three stage rocket launched from colombian territory with the purpose of
placing a small satellite in Low Earth Orbit (LEQO)}. Various forces that affect the motion of the rocket were considered such as
thrust, gravity an those that arise from the movement through the atmosphere. Taking into account specific values related with the
performance of rockets that could be derived from the output of the national industry, we calculated the mass and size of each one
of the three stages by means of an optimization process. The differential equations were integrated using a Fortran code written
by the authors which permits to calculate the dynamic state of the payload (and stages when discarged) at the desired time. The
integration was extended until orbit insertion which permits to know the orbital elements of the satellite.

Key words. Artificial satellite, rocket, rocket motor, flight path trajectory, launcher.
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1. Introduccién

Colocar un objeto en érbita alrededor de la Tierra exige,
en nuestro actual estado tecnolégico, utilizar vehfculos de
masa variable que sean capaces de alcanzar velocidades
cercanss a la decena del kildmetro por segundo. Para ello
se apela al uso de un sistema de uno o varios motores
diseflados para quemar grandes cantidades de material
quimico el cual, al entrar en combustion, genera en tiempos
relativamente breves, una fuerza de empuje en direccién
opuesta a la direccién del vehiculo, esto es, del cohete. De
este modo se comunica la velocidad necesaria para dejar
orbitando una carga 1til (satélite o nave espacial) alrededor
del planeta Tierra.

Como es bien conocido, el primer satélite artificial
fue el Sputnik I colocado por el misil balistico de alcance
intercontinental R-7. Esto fue realizado por la Unidn de las
Repiiblicas Socialistas y Soviéticas (URSS) el 4 de octubre
de 1957. Desde entonees, otras naciones han desarrollado
auténomamente la tecnologfa necesaria para llegar a érbita,
con lo que, hasta ahora, se han llevado a cabo més de
6000 lanzamientos para colocar cargas orbitales con amplia
diversidad de objetivos, lo que ha generado una industria
sblida y en permanente crecimiento. Se estima que, en el
presente, la industria espacial mundial posee volimenes
de ventas que se aproximan a los 270 miles de millones de
délares anualmente® y su impacto e influencia en casi todas
las areas de las actividades humanas es directo y de gran
vigibilidad.

Lamentablemente Colombia ha hecho pocos esfuerzos
para convertirse en una nacién que genere desarrollo en
tecnologia astrondutica. Existe una comunidad marginal,
fundamentalmente constituida por entusiastas aficionados,
quienes han realizado al menos desde hace 40 afios, ¥ no
con la debida continuidad, ensayos con pequefios cohetes.
También existe una poblacién minoritaria, con formacién
posgradual en el campo (lograda tanto nacional como
internacionalmente) que poseen proyectos de investigacién
muy puntuales en algunas universidades o en los servicios de
la fuerzas militares, en particular de la Fuerza Aérea. Pero
cada uno trabaja aisladamente el uno del otro: nadie, con
la debida autoridad e interés, ha canalizado estos esfuerzos
para dirigirlos hacia un objetivo central y, menos aun, se
ha generado una politica decisiva en términos de asegurar
presupuestos sustanciosos y continuos que sustente una
diversidad de proyectos que hagan competitiva la nacién
frente a paises del medio local.

La razén principal de esta situacién, triste es decirlo,
es la falta de interés de parte del Estado quien, al menos
en teorfa, estd en la obligacién de promover —con politicas
serias y continuas y vigilando la asignacién de sus corres-

Shitp:/ /www.vatp.lv/en/nekrizelv-large-potential-space-industry

pondientes presupuestos— el establecimiento y desarrollo
de la tecnologia espacial en los servicios armados, univer-
sidades, institutos de investigacién y la industria. Esta
indiferencia ha conllevado, por supuesto, a una casi que
total dependencia de las instituciones estatales y privadas
usuarias de la tecnologias espaciales que, para efectos de
cumplir con sus actividades, deben contratar con industrias
extranjeras y someterse a sus arbitrios y condiciones.

Solo en poco més de la 1litima década se ha venido
presenciando un ligero incremento de la investigacién
astrondutica en algunas universidades y los servicios
armados. Entre los afos 2000 a 2002 surgieron, en la
Universidad Nacional de Colombia, las primeras tesis en
disefio de motores cohete de combustibles sdlidos y, al
poco tiempo, se realizaron investigaciones conjuntas en el
Departamento de Ingenieria Mecdnica de dicha Universidad
sobre el modelamiento matematico, disefio, construccién y
pruebas de un micromotor cohete de propelentes liquidos
v se publican los primeros avances tedricos de coheteria en
el pais (Garzén, Dugue & Roa, 2004; Achury, 2005).
También en la misma universidad se cred, por esos mismos
afios, un grupo de investigacién en coheteria hidriulica
(GIPCUN).

En otras universidades bogotanas se ha presenciado un
interés en temas de propulsién: la Universidad San Bue-
naventura ha adelantado investigaciones en la construccién
v funcionamiento de motores cohete de propelentes sélidos
a base de combustibles caseros (Gémez & Castro, 2006).
En el afio 2008 surgié un semillero de investigadores
en la Universidad Libre para el desarrollo de motores
cohete de combustible sélido y la integracién de ingenieros
aeronduticos, mecdnicos y electrénicos enfocados en el
desarrollo de cohetes atmosféricos (Galindo & Murcia,
2009). En el afio 2009 la Fundacién Universitaris los
Libertadores creé la primera tesis sobre el disefio concep-
tual y preliminar de un cohete portador de dos etapas
para el transporte de carga 1itil de una tonelada lanzado
desde el territorio colombianc a érbitas bajas de la Tierra
(Calderdn & Murcia, 2009); también se realizaron las dos
primeras tesis sobre el disefio ¥ estudio de motores cohete de
propulsién idnica para los sistemas de posicionamiento de
satélites (Escorcia, 2011; Roblede, 2011). La Universidad
de los Andes formé el grupo de investigacién Proyecto
Uniandino Aercespacial (PUA) que se ha enfocade en
la investigacién en temas de propulsién termoquimica,
aerodindmica y, en general, comportamientos actitudinales
propios de vehifculos tipo cohete. El 9 de junio de 2009,
con apoyo de la Fuerza Aérea Colombiana en la base de
GAORI, se llevé a cabo el lanzamiento de la primera misién
de coheteria experimental de PUA con un vehiculo cohete
propulsado por un motor de combustible sdlido de 20 kg
de empuje, equipado con sistemas de monitoreo y almace-
namiento de datos (Urrego, 2009). En el campo satelital,
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el desarrollo més publicitado lo ha tenido el proyecto de la
Universidad Sergio Arboleda con el picosatélite Libertad I,
un objeto en forma de cubo de 10 cm de lado, comprado
y ensamblado por esta universidad y luego transportado
a Kazajistin para su lanzamiento abordo de un cohete
portador ruso para posicionarlo en érbita baja polar (Joya,
2007). El satélite, junto con varios otros, entré en drbita
exitosamente en abril del 2007; duré en funcionamiento
21 dias aunque aun permanece en Orbita. A parte del
evidente propdsito propagandistico, permanece por aclarar
cuales fueron los objetivos tecnoldgicos y cientificos que se
lograron con la puesta en drbita de este objeto (Portilla,
2013).

Varias universidades en Medellin no han sido ajenas
a investigaciones de tipo astrondutico. En el 2006 se
cred un grupo que fomenta la investigacién aeroespacial
denominado Inges Aerospace, con la participacién conjunta,
de la Universidad de Antioquia, Eafit y Bolivariana y con
una rama dedicada a la coheterfa conocida como “Coheteria
Paisa”, cuyo principal desarrollo es en el campo de la
propulsién sélida con el disefio de cohetes por etapas®. La
Universidad Pontificia Bolivariana (UPB) adelanta inves-
tigaciones en disefios aerodindmicos de toberas, disefios de
motores cohete de 70 mm con propelentes sélidos, contando
con la colaboracién de la Fuerza Aérea Colombiana y
empresas privadas (Escobar & Jaramillo, 2009).

A parte de estas investigaciones promovidas en las
instituciones universitarias, también merecen citarse los
proyectos de los servicios armados, industria militar e
institutos gubernamentales. En el afo 2008 la Fuerza
Aérea Colombiana a través del Centro de Investigaciones
en Tecnologia Aerondutica (CITA) propuso la creacién de
un cohete portador de tres etapas de propelentes liquidos
con la capacidad de transportar pico satélites colombianos
a rbitas bajas de la Tierra®. En la actualidad Indumil es
la {inica. empresa del Estado que se encarga de investigar y
adelantar proyectos en el campo de los cohetes y misiles de
propelentes sdlidos de doble base, contando con los permisos
militares exigidos y con las instalaciones necesarias para el
almacenamiento, manipulacién y produccidn de quimicos
altamente explosivos.

Finalmente, en ¢l afic 2006 y como iniciativa del Estado
Colombiano, se cred la Comisién Colombiana del Espacio
(CCE), una organizacién intersectorial con fines de con-
sulta, coordinacién y planificacién de politicas nacionales
sobre tecnologia espacial. Poco después de su creacién, la
Secretaria de la CCE fue asignada al Instituto Geografico
Agustin Codazzi. Sin embargo, tanto por su condicién de
“comisién”, asf como su estructura y ubicacién en el organi-
grama del estado, no le ha permitido rendir los mejores
frutos por lo que sus logros, a sus siete afios de creacién,

4http:/ /ingesaerospace. blogspot.com

han sido mds bien discretos. La intencién de aquirir un
satélite goestacionario para propdsitos de comunicaciones
no fue posible concretarla, pese a existir los recursos para
ello y de haber convocado a licitacién en dos ocasiones. Se
esperaria que en este tipo de adquisiciones la CCE tuviera
mucho en qué intervenir y acompafara la compra exitosa de
dicho satélite. No fue ese el caso. Una segunda intencidn,
esta vez de adquirir un satélite de observacién terrestre,
lleva en consideracién mds de dos afios a la espera de que
alguien ofrezca alguna explicacién sobre en qué etapa del
proceso se estd. A finales del afio 2012, la Secretarfa de la
CCE fue cedida a la Fuerza Aérea Colombiana, por lo que
es de esperar que temas como los del satélite de observacion
terrestre asi como la creacién de una Agencia Colombiana
del Espacio sean pronto una realidad.

Retornando a las investigaciones realizadas en el medio
académico, ningfin grupo a nivel nacional ha emprendido
un estudio tedrico que permita realizar un primer andlisis
del tipo de trayectoria de un cohete multietapas (lanzado
desde un punto en particular del territorio colombiano)
requerido para colocar pequefios satélites en drbitas bajas
que permitan suplir algunas necesidades en el caso eventual
que la nacién adopte la decisién politica de construirlos,
no solo éstos sino también los cohetes que los coloquen en
érbita. Por ello, esta comunicacién se constituye en un
primer estudio de exploracién consistente en estudiar de
forma preliminar la trayectoria de un pequefio cohete de tres
estapas lanzado desde territorio colombiano pars efectos
de colocar una carga 1itil con masas cercanas a los 200 kg.
De este modo, se estudian algunas posibles trayectorias
que tendria el cohete para efectos de observar en donde se
verifican los sitios de calda de sus dos primeras etapas, asi
como examinar el perfil de vuelo, esto es, estudiar el incre-
mento de la velocidad y de la altura conforme transcurre
el tiempo. Para dicho estudio se tuvieron en cuenta las
principales fuerzas que afectan el movimiento de un cohete
{(empuje, gravedad, resistencia y sustentacién), lo que
exigi6, para efectos de integrar las ecuaciones diferenciales
de movimiento, desarrollar un programa en Fortran escrito
por los propios autores con base en el integrador numérico
Radau (Everhart, 1985).

La seccién 2 de esta comunicacién describe las fuerzas
involucradas; las ecuaciones diferenciales de movimiento
se examinan en la seccién 3; la seccidn 4 contiene la opti-
mizacién de las etapas del cohete, sus masas y dimensiones
en tanto que la seccién 5 presenta los resultados obtenidos.
Finalmente, la seccién 6 expone las eonclusiones.

2. Fuerzas involucradas

Para modelar el movimiento de un cohete es necesario
definir el tipo de fuerzas que actuan sobre el objeto. En

5Presentacién en el congreso de ciencia y tecnologia aeroespacial CICTA 2007.
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este estudic se congideran cuatro fuerzas: aquellas que
surgen a causa del movimiento a través de la atmédsfera: el
arrastre D y la sustentacién L; adicionalmente, se considera
la fuerza de propulsién (empuje) del cohete T' y la fuerza
de atraccién gravitacional W.

2.1 Las fuerzas aecrodindmicas

Generalmente (aunque no exclusivamente) los cohetes
parten de la superficie terrestre, en donde la densidad at-
mosférica es un maximo. Por ello, en los primeros instantes
del vuelo, ha de tenerse en cuenta las fuerzas que surgen
por el movimiento del cohete a través del fluido. Conforme
transcurre el tiempo la altura del vehiculo se va incremen-
tando por lo que la densidad comienza a decaer fuertemente
y eventualmente, a partir de cierta altura, se reducen a cero.

Funcionalmente, la fuerza de arrastre D y de sus-
tentacién L estdn definidas por:

D = qCpAp, (1)
L = Q‘CLAP, (2)

donde Ap es el 4rea proyectada del vehiculo, Cp y Cr, son los
coeficientes de resistencia y sustentacién, respectivamente, y
¢ es la denominada presién dindmica dada por;

1
q=§PV2, (3)

en donde V es la velocidad y p es la densidad del aire en un
punto determinado de la atmdsfera considerdndola ideal, sin
influencia de los vientos o fenémenos meteorologicos. Para
una descripcién satisfactoria de la densidad atmosférica en
funcién de la altura es indispensable contar con un modelo
de atmésfera estdndar.

Existen varios modelos mateméticos para la atmdésfera
terrestre que han sido creados a lo largo de los afos,
tales como la US Standard Atmophere, ISA (International
Standard Atmosphere), Earth-GRAM (Earth Global Refe-
rence Atmospheric Model), MSISe (Mass Spectrometer
Incoherent Scatter), ICAOQ (International Civil Aviation
Organization), ARDC (Air Research and Development
Comand), entre otros (ANSI, 2004). El mds reciente y
avanzado es el modelo de la NASA Earth Gram 2010°,
un modelo global que depende de la latitud, longitud y
achatamiento terrestre; también modela las corrientes que
generan los vientos. Otro modelo utilizado actualmente
por la organizacién de aviacién civil internacional (QACT)
es el ISA con limites de datos hasta los 32 km y el modelo
completo hasta los 90 km de altitud (ANSI, 2004).

El modelo de atmésfera estdndar US1976 cuenta con
datos hasta los 1000 km de altitud, pero la descripcién
matemdtica que describe las variaciones de presién y densi-
dad en funcién de la altitud no estd completo. Una buena

Shttp:/ /see. msfc.nasa.gov /tte/model_gram.htm

opcidn, por su persistencia, relativa sencillez y rango amplio
de valores, es la utilizacién del modelo ARDC1959 (Zipler,
2007) sobre el que se realizaron con posterioridad el modelo
atmosférico ISA y el US1976. Dicho modelo matemético
es utilizado aun en aplicaciones aeroespaciales actuales.
Debido a que Colombia no cuenta con investigaciones
de una atmdésfera estdndar local, y por las razones atris
expuestas, se utilizé el modelo atmosférico ARDC1959
{(Minzner et e, 1959). Otro motivo para su aplicacién es
que cédigos como el CADAC o ALTOS de simulacién de
cohetes cuentan con este para el modelamiento atmosférico
por su precisién y simplicidad (Zipfel, 2007).

El modelo ARDCI1959 define el cambio de las
propiedades del gas como lo son la temperatura molecular,
la presién P y la densidad p en funcién del incremento de la
altitud geométrica hg y la variacién de la gravedad g.
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Figura 1: Relacidn entre la densidad atmosférica y la altura
geométrica con el modelo ARDC1959.

Utilizando los principios de la hidrostitica (Minzner
et al, 1959), considerando la atmésfera terrestre libre de
rotacion, fuerzas de Coriolis y centripeta, vientos e inciden-
cia de la radiacién solar, la variacion de la presion en funcidn
del cambio de altitud se representa como:

dP = —pgdhg. 4)

Con los datos obtenidos de cohetes sondas y globos
meteorolégicos se puede construir el modelo matematico
de cada capa atmosférica (aquellas con gradiente térmico
¥ aquellas que no lo tienen) obteniendo el comportamiento
de las propiedades del fluido en funcién de la altitud
geométrica. En particular, la Figura 1 muestra los valores
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de densidad p correspondientes a los valores de altura
geométrica obtenidos con el modelo ARDC1959. Dicho
perfil de densidad es el que se adopté para este estudio.

La dependencia funcional de Cp serd vista en la seccién
4 cuando se defina la dimensién y forma. del cohete.

2.2 La fuerza gravitacional

La fuerza de atraccién gravitacional que se gjerce sobre
el vehiculo puede darse en términos del potencial gravita-
cional terrestre y las posibles perturbaciones gravitacionales
adicionales que ejercen otros cuerpos. El potencial gravi-
tacional de cuerpo “real” ® satisface la ecuacién de Laplace
V2® = 0. Una descripcién de su solucién en coordenadas
esféricas se encuentra, por ejemplo, en Kaula (1966). El
potencial gravitacional puede escribirse entonces en funcién
del radio vector posicién (r = R + b, siendo B, = 1 R.T. =
6378.14 km, el radio del planeta en el ecuador), la latitud ¢
¥ la longitud X como (Xu, 2008):

¢ = —Gﬁle{1+’ii(Iie)nan(sentﬁ)[Cnmcosmz\

=2 m=0

+ Spmsenml] },

donde G = 6.67 x 107! Nm?kg—? es la constante de
Cavendish, M, es la masa de la Tierra (5,67x10%* kg),
Com ¥ Snm son los denominados arménicos esféricos
{constantes adimensionales propias de cada cuerpo central)
¥ Pom (sen o) son los polinomios de Legendre. Para el caso
de la Tierra el término adicional que més perturba el clésico
potencial kepleriano (GM,./r) es aquel que corresponde a
Cap = C3 = —.J3, el cual es al menos mil veces més grande
que todas las demds constantes que siguen en la serie. Por
tal razodm, el potencial gravitacional que se tendr4 en cuenta
aquf solo incluye el término de Cyp, por lo que se reduce a
{Tewari, 2007; Portilla, 2009):

Mo | OB eeng-1), (3

donde J; = 0.00108263 para la Tierra. Despreciando la
atraccién gravitacional del Sol y de la Luna, de tal suerte
que la fuerza gravitacional W sca solo debida a la fuerza de
atraccidn gravitacional terrestre, tendremos que:

b=—

a 10 .

ft-d,

W= —V®, siendo: V = 6— r 86

donde 7 y $ son vectores unitarios en la direccidén del radio
vector y la latitud, respectivamente. Por lo tanto, tenemos:

W = —W,# — Wy,

donde:
Wr = G;‘zde [1 3R J2 (3 en2¢ 1)] (6)
W, = 3%:43 (%) Jz sen ¢ cos ¢, (N

2.3 La fuerza de empuje

La fuerza de empuje estd descrita por:
T = verh = Lpgorh, (8)

donde v, es la velocidad de salida de los gases calientes (con
respecto al cobete), I, es el impulso especifico, go €l valor
de la aceleracién de la gravedad en la superficie terrestre y
7h es la tasa de salida (masa en la unidad de tiempo) de
los mismes. Se ha supuesto que la contribucién adicional
del empuje originado por la diferencia de presién entre los
gases de salida con la de la presién atmosiérica es desprecia-
ble. Asumiremos que el grano que conforman los motores de
combustible s6lido se ha disefiado de tal modo que la tasa
de salida de los gases sea constante.

3. Ecuaciones de movimiento

Como origen del sistema inercial se toma el centro de
masas de la Tierra. Respecto a la superficie de la Tierra, el
cohete se sitiia en un marco de referencia sobre la superficie
del planeta que depende de las coordenadas esféricas de
latitud ¢ y longitud A (ver Figura 2).

Con origen en el centro de masas de la Tierra (8),
se definen los ejes cartegianos XY Z donde el plano del
ecuador se encuentra sobre los ejes XY y el eje Z apunta
al polo norte celeste. Sobre este sistema de referencia
inercial se encuentra un punto o fijo sobre la superficie
terrestre cuya distancia al centro de masas es r e inclinado
respecto a los ejes del sistema de referencia inercial por un
dngulo de latitud ¢ (positivo hacia el PNC, negativo en
caso contrario), y un Adngulo de longitud A respecto al eje
X; estas coordenadas se encuentran en movimiento debido
al efecto de rotacién de la Tierra a una velocidad angular
@ sobre el ecuador. Por tal motivo se crea un sistema
de referencia no inercial instantineo de origen en o y con
los ejes cartesianos zyz definidos de tal modo que €l gje
© estd en direccién del radio vector posicién 7, el gje z
apuntando en direccién norte y el eje ¢ hacia el este. El
angulo formado entre el eje 2 y la proyeccién del vector
velocidad V en el plano ¥z se conoce como el azimut A o
rumbo: es la direccién de movimiento del cohete respecto
al norte geografico de la Tierra. El dngulo que forman el
vector posicién con el vector velocidad sobre el eje = se
denomina dngulo de trayectoria de vuelo ¥, ver Figura 2
{Tewari, 2007).
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Figura 2: Descripcién del sistema de referencia.

El conjunto de las seis ecuaciones diferenciales que de-
finen el movimiento del cohete sobre dicho sistema de refe-
rencia son (Tewari, 2007):

% = Vcosd, {9)
Vsendcos A

= 10

dA Vsendsend

& = " romd D

av Tcosa_Q_W,.cosﬂ+Wd,sen19cosA
dt m m m m
— wrcos¢ (sengsencos A — cosgpeosd), (12)

d;q B w?r sen Asen ¢ cos ¢
7 Vsen?
% EsenﬂsenAta.nqﬁ—M
r mV
2w
~  peng (COS0cosvcosA— sengsend),  (13)
do Tsenee |, L | Wpsend
® bt o e — 2wsen Acos ¢
WycosdcosA V
4 e 7 gend
mV r
2
- L{;ﬂfid’ (sen ¢ cos? cos A + cospsendd) , (14)

donde m es la masa instantdnea del cohete, o es el
dencminado dngulo de ataque (aquel que existe entre el
vector velocidad y el vector de empuje). Es claro que,
dada la complejidad de las ecuaciones diferenciales, se ha
de proceder para su solucién a través de la utilizacién de
un integrador numérico. Para tal efecto, hemos utilizado
el integrador Radau escrito en Fortran 77 (Everhart, 1985).

TComunicacién personal con Indumil,

Nétese que las ecuaciones no contienen términos que
incluyan tanto la presencia de vientos como la existencia
de 4ngulo de deslizamiento (ver Calise & Leung, 1995,
para las ecuaciones completas). Tampoco se ha incluido un
método de optimizacién de trayectoria. La inclinacién que
presenta el vehiculo, esto es, a que el dgulo ¢ tienda a aumen-
tar en el tiempo, es estrictamente de origen gravitacional.

4. El cohete portador

De proponérselo, el pais podria estar en capacidad de
desarrollar un pequeiio cohete para colocar cargas fitiles
a 6rbitas bajas. Pafses como Brasil y Argentina estdn
encaminados en esa direccién y en menos de un lustro
esperan colocar satélites artificiales por sus propios medios.

Una opcién que bien vale la pena considerar, en un
inicio, es la colocacién de minisatélites con masas cercanas
a los 200 kg. De hecho, la Fuerza Aérea Colombiana ha
propuesto un rango parecido de masa para un satélite
de dérbita baja. Para estos rangos de masa, y con los
avances en miniaturizacién, se podrian elaborar satélites
que satisfagan un amplio abanico de propésitos entre los
que se encuentran la seguridad del territorio y vigilancia
de fronteras, blisqueda de recursos naturales, prevengién y
monitoreo de desastres naturales, etc. Dada la dificultad
inherente en el desarrollo ¥y puesta a punto de motores de
combustible liquido no serfa nads extrafio que se adoptara
como alternativa la utilizacién de motores de combustible
sélido para cada una de las etapas que costituyen el cobete.
Estos son relativamente sencillos de construir y puede
decirse que en el presente se dispone del propelente ya
que el pais elabora propelentes sdélidos de doble base con
un impulso especffico’ de 220 s y una densidad de 1.67
gem—3. Este tipo de propelentes estdn siendo utilizados en
aplicaciones militares a baja escala por Indumil.

Para efectos de estudio, se decidié adoptar una configu-
racidn de un cohete consistente en tres etapas, parecida a
la del cohete Scout (Whitney et al., 1965) donde todas
sus etapas estdn conformadas por motores de combustible
gélido. Con el propésito de adoptar valores de masa iniciales
(y, obviamente, de definir las dimensiones del vehiculo) es
preciso optimizar la relacién de masas entre cada etapa, con-
siderando la masa de la carga 1itil, la masa del propelente, la
masa de la estructura y las velocidades de salida de los gases
con relacién al vehiculo. Para tal efecto, se puede utilizar
un procedimiento iterativo y de ese modo obtener los valores
adecuados de relaciones de masa. Para el valor nominal que
se ha escogido para la masa de la carga 1itil, teniendo en
cuenta el valor del impulso especifico I,, para propelentes
sélidos que actualmente se desarrollan en el pais por las in-
dustrias militares (que, como ya se dijo, estdn alrededor de
220 8} ¥ que se toma como un estdndar para cada una de las
tres etapas. Partiendo de la ecuacidn ideal del movimiento
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del cohete que permite conocer €l cambio de velocidad AV
a través de: -

AV = —y,ln—L,

my

donde v, es la velocidad de los gases de escape con relacidn al
vehiculo, m; la masa inicial y my la masa final, se puede ex-
tender la misma, para sucesives etapas y as{ escribir (Koelle,
1961; Tewari, 2007):

N
AV = -3y In Zf E (15)
=1 ik

donde el subindice &k indica la etapa especifica a analizar; en
nuestro caso IV = 3. Si se reemplazan las masas por los fac-
tores de carga estructural oy, el factor de relacién de masas
iniciales y finales Az, se encuentra que la ecuacién anterior
queda de la forma:

N
AV == vaIn (o + (1 — 0r) M), (16)
k=1
donde:
Hiras m’ amn
i
Mgk

% Mex + Moropk ! (18)
siendo m,x la masa estructural de la etapa y mpropr la masa
del propelente quimico. Al relacionar el cambio de velocidad
con la velocidad de gases de escape de la primera etapa, y
la relacién entre factores de masa ay, la ecuacién a iterar
queda de la siguiente forma:

N
oy = Bmont (I —oark),  (19)
e k=1
Vek Isp;
= — = 2
Jgk Vel Ispl’ ( 0)
A
g = f) (21)
my N
o= "o = X} kl;[l k (22)

Para este caso, S representa la relacién de velocidades
de escape, Ar la relacidn entre la carga paga o carga 1til
Tipay (masa a transportar) con la masa inicial total del
vehiculo my (Lafleur, Fleming & Saleh, 2012).

Para el caso de estudio adoptamos una velocidad final
del cohete ideal, al cabo de las tres etapas, de 9.7 kms™!,
que 68 2 kms~! més de lo requerido para la velocidad
orbital, pues a ese valor hay que restarle lo que se reduce
en velocidad por pérdida de la presencia de la fuerza de
gravedad y el arrastre atmosférico (Tewari, 2007). Se
compararon datos estadisticos de otros cohetes lanzadores
para Orbitas bajas llegdndose a adoptar como factor de

masa estructural un valor de o = 0.1 que seria el peor
episodio posible en cada una de las tres etapas, es decir,
el cohete més pesado estructuralmente. De igual forma, se
adoptd Bz = 1 por aquello de que todas las etapas tienen el
mismo propelente e impulso especifico (Humble, Henry
& Larson, 1995). Los resultados que se obtuvieron del
proceso iterativo a través de un cddigo de optimizacién se
presentan en la Tabla 1.

Etapa Propelente (kg) Estructura (kg) Total (kg)

I 50416.36 5601.81 65552.89

II 7313.36 812.60 9054.70

III 1060.87 117.85 1378.75
Carga 0.0 200 200

Tabla 1: Masas del cohete portador.

Con las masas halladas en el cidigo de optimizacién se
procedié a realizar un disefio conceptual de las dimensiones
aproximadas del cohete portador para que se sea posible
realizar valoraciones de cardcter aerodindmico {como el
Cp) ¥y de ese modo incluir dichos datos en el cédigo de
trayectoria de vuelo. Es importante afiadir que para el
disefio final se tuvieron en consideracién las dimensiones y
caracterfsticas de cchetes construidos en otras latitudes con
las mismas o similares caracteristicas (Humble, Henry &
Larson, 1995).

El primer pardmetro que depende de las masas es la
relacion de la fuerza de empuje a desarrollar por cada uno
de los motores cohete. Para ello se buscaron valores de
la relacion empuje/peso (T'/W) de cohetes histéricos o de
linea base (Humble, Henry & Larson, 1995; Sutton
& Biblatz, 2010). Para los cohetes portadores usunales el
valor de la relacién T/W para las primeras etapas oscila
entre 1.0 a 1.5. En el caso que nos ocupa se selecciond un
valor medio de 1.3. Para los motores de etapas superiores
v de posicionamiento orbital el valor suele ser inferior a
1.0. Adoptamos entonces los valores de 0.9 y 1.1 para la
segunda y tercera etapa, respectivamente. Sabiendo los
valores de masa de cada etapa, tomando v, = 2160 ms™—2,
se puede utilizar la ecuacién (8) con los valores se fuerzas
de empuje y asi determinar los flujos mésicos y los tiempos
de funcionamiento de cada etapa, ver Tabla 2.

Etapa T/W Empuje (N) mm (kg/s) t (s)

I 1.3 834761 386.4 130.4
II 0.9 83831 38.8 188.4
II1 1.1 15271 3.6 150.0

Tabla 2: Valores nominales de la relacién T/W, flujos mésicos
y tiempos de funciocnamiento de cada etapa del cohete portador.

Una de las ventajas tecnol6gicas de construir un cohete
portador de varias etapas es que la estructura de todas ellas,
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velocidad final de insercién (inyeccién) necesaria para que
la carga 1itil quede orbitando a una altitud determinada.
De acuerdo con los pardmetros de disefio, el flujo mésico se
mantiene constante, siendo controlado con la cantidad de
Area quemada, por el propelente constante en el tiempo que
puede lograrse mediante la utilizacién de una configuracién
de estrella para la forma del grano.

Con el propdsito de estudiar la trayectoria del cohete
lanzado desde territorio continental colombiano, se eligié un
sitio ubicado en el departamento de la Guajira sobre ¢l mar
Caribe con coordenadas geogréficas de ¢ = 1223'20" norte
¥ A = 72°9'35" oeste. Esta posible localizacién tiene la
ventaja de estar ubicada en una zona desértica muy cerca al
mar para aprovechar los recursos hidricos en las plataformas
de lanzamiento. También se encuentra alejada de nicleos
urbanos; la mayor parte de la trayectoria de vuelo puede
realizarse sobre zona desértica y maritima; ademais, en esta
zona se encuentra la mds grande infraestructura ferroviaria
del pais por las minas de sal y carbdn existentes en la
region, contando con puertos maritimos y aeropuertos in-
dependientes que disponen de los medios para el transporte
de magquinaria pesada. Entre las desventajas de este lugar
se encuentran las altas velocidades de los vientos, razén
por la cual allf se ubica el parque eblico de Colombia.
Adicionalmente, es una de las zonas del territorio nacional
més alejadas del ecuador con latitud superior a log 12°
norte, lo que disminuiria el peso del lanzamiento de carga
1til a érbitas geoestacionarias. Las posibles trayectorias del
cohete que pueden eruzar por rutas aéreas de alto tréfico asf
como la posibilidad de sobrevuelo de territorio continental
venezolano para cierto rango de azimuts de lanzamiento se
constituyen también en factores de desventaja.

Para efectos de estudiar la trayectoria de vuelo del
cohete, junto con cada una de las trayectorias de las
etapas del mismo, una vez que éstas ya no hacen parte
integral de la parte activa del cohete, se procedi6 a integrar
numéricamente las ecuaciones (9) a (14), las cuales con-
tienen términos que funcionalmente estdn definidos por las
ecuaciones (1), (2), (3), (6), (7) y (8). La dependencia de la
densidad del aire p frente a la altura estd dada a través del
modelo ARDC1959 (ver Figura 1) para lo cual se utilizaron
valores tabulados en el correspondiente cédigo. Del mismo
modo se procedié frente a la dependencia funcional de
Cp con respecto a la velocidad (ver Figura 4). Se asumié
la existencia de un mecanismo de control de vuelo para
asegurar un valor constante del dngulo de ataque a igual a
cero. Asi mismo, se adopté un valor de Cp = 0. El valor
de la masa del cohete en todo tiempo se calculé asumiendo
tasas de quemado constante en cada una de las etapas, esto
es, m = My — it (ver Tabla 2) y teniendo en cuenta la
expulsién de las etapas correspondientes. Las condiciones
iniciales del vuelo corresponden al radio terrestre (r = R,),
la latitud y longitud del sitio del lanzamiento (citados atrés)
y el azimut de lanzamiento que puede ser variable. Para

términos que diverjan, los valores iniciales tanto de V' como
de 44 son igualados a un valor pequefio diferente de cero.

5. Resultados

En la Figura 5 se puede observar el comportamiento del
valor de la presién dindmica (ver ecuacién (3)) con respecto
al tiernpo. Se observa que el punto de mayor presidn, cono-
¢ido como guax, s logra a los 65 s de vuelo {que corresponde
a un valor de altitud de 10 km v una velocidad de 426 m
s~1). El valor de esa presién en tal punto es de 36000 Pa.
Este factor es de vital importancia para el disefio estructural
del vehiculo, ya que es la mixima carga que debe soportar
el cohete durante la. fase de ascenso atmosférico.
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Figura 5: Valor de la pregién dindmica con relacién al tiempo.

Durante el ascenso, el cohete aumenta la velocidad a
medida que disminuye la masa, proporcionalmente a este
aumento de velocidad se produce un aumento de presién
hasta llegar a la zona de la atmdésfera donde se vuelve
significativo el descenso de la densidad del aire a medida
que aumenta la altitud y velocidad del vehiculo. Después
de los 65 s de vuelo el valor de la densidad desciende
considerablemente dando como resultado la disminucién de
la presién dindmica. Tan solo unos 20 segundos después del
fin de la primera etapa se puede considerar que la presién
dindmica es nula.

Posteriormente se analizaron las posibles trayectorias del
cohete con un rumbo comprendido desde los 0 hasta los 90
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alcanzan a lograr velocidades comprendidas entre 2.05 a
2.45 km s~!, mientras que al finalizar la segunda etapa las
velocidades est4n en un rango entre 4.6 a 5.1 km s~1. Los
valores de velocidad en el momento de la inyeccién estan
en un intervalo comprendido entre 7.8 y 8.1 km s~1. s
claro que los miximos valores de velocidad se logran con
un Angulo de azimut de lanzamiento igual a 90° aunque la
diferencia, con relacién a los valores minimos (de 0°), es de
apenas umos 150 & 200 m s~! para la insercién orbital.

Los anteriores anilisis fueron realizados con varios va-
lores de rumbo comprendidos desde 0° hasta 90°. Para
efectos de la continuacién del andlisis de la trayectoria y
estudiar la colocacién de un satélite en érbita baja, se se-
leccioné un valor representativo de azimut de 45%. Dejando
los demés valores de condiciones iniciales sin modificar, se
analiza primeramente el comportamiento de la altitud de
cada una de las etapas en funcién del tiempo de vuelo. Esto
se puede observar en la Figura 9. La primera etapa se agota
en torno a los 130 &; después de la separacién de ésta (para
dar lugar al inicio del encendido de la segunda) continua
ganando altura hasta alcanzar un valor cercano a los 150
km, lo que ocurre a los 270 s después del lanzamiento. Su
impacto en el océano se verifica a los 450 s.
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Figura 9: Comportamiento de la altura de cada una de las tres etapas
para un valor de azimut de lanzamiento igual a 45°.

En cuanto a la segunda etapa, la cual se enciende
estando a una altura de unos 55 km, termina agotdndose
al cabo de transcurridos 318 s a una altitud cercana a los
230 km; continua ganando altura hasta llegar a los 290 km
{lo que ocurre a los 395 8) para, posteriormente, de regreso
a tierra, impactar en el océanc a los 775 8. La tercera
etapa continua ganando un poco mas de altura, alcanzado
el méximo pico de altitud de 290 km a los 400 s. A partir
de ahi, y aun ganando velocidad, comienza a dismunir la
altura (# < 0) hasta llegar el momento de la inyeccién a los
470 8. En la Figura 10 se puede apreciar el comportamiento
del dngulo de vuelo en funcién del tiempo. La inyeccién se
verifica. & un valor de ¥ = 90.9: tanto la tercera etapa como
la carga itil quedan en drbita. Sin embargo, esta 1iltima se
puede desprender de la estructura de la tercera etapa con
ayuda de resortes u otro mecdnismo con lo que se altera muy
ligeramente la trayectoria de la carga 1til. La trayectoria
de la tercera etapa serd la misma que tiene el satélite en
drbita en los primeros instantes de la inyeccién pero, por su
mayor drea proyectada, experimenta una fuerza mayor de
resistencia y su descenso serd mas marcado que el que ex-
perimentard el satélite. Finalmente, por su cercanfa con las
capas densas de la atmdsfera, se genera un aumento de tem-
peratura por friccién de tal modo que se desintegra el objeto.
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Figura 10: Compaortamiento del 4ngulo de vuelo para un lanzamiento
con azimuth igual a 45°.
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Examinemos las caracteristicas orbitales del satélite en
el momento en que ingresa a drbita terrestre. En la tabla
3 estdn consignados los valores dindmicos en el momento de
la inyeccién orbital para un lanzamiento de 452, valores que
corresponden al sistema inercial centrado en la Tierra.

Radio Velocidad, V Angulo
vector, 7 de vuelo, ¥ (°)
6649.7km 8041.57 m g1 90.94

Tabla 3: Datos dindmicos al momento de la inyeccién.

En el caso que nos ocupa, el valor de la velocidad en
el momento de la inyeccién (cut-off ) es més del requerido
para una érbita circular a una altura de 272 km (que es
del orden de 7745 m s71), csto es, casi 300 m s~! mds.
De ahi que la érbita deba resultar con una excentricidad
relativamente alta.

Los valores del semieje mayor a y excentricidad e de la
4rbita estdn dado entonces por (Portilla, 2009):

T
a= -0 Q’
e=+/1—Q(2 — Q)sen2d,
en donde: )
rV
Q= F:

siendo k = +/GM, = 107.10085 RT%2 d~!. Los valores de
la altura en el perigeo h, y el apogeo h, estdn dados por:

hy, =a(l —e) — R.,

he =a(l +€) — Re,
y el periodo orbital por:

T a2
k

De igual modo, el valor de la inclinacién orbital estd dado

por (Chobotov, 2002):
cosi = sen A cos ¢.
Los valores de algunos de los elementos orbitales del

satélite en el momento de ingresar a drbita baja terrestre
se presentan en la Tabla 4.

a e hy ha T i
km km km min 2
7216.5 0.080 261 1415 101.6 46.2

Tabla 4: Algunos pardmetros orbitales al momento de la
inyeccién.

Claramente es posible explorar ofra serie de azimuts de
trayectoria para efectos de colocar satélites con objetivos
claramente definidos. Es el caso, por ejemplo, de los satélites
en 6rbita heliosinerénica, frecuentemente utilizados para ob-
servacidn terrestre y que requieren érbitas de tipo polar lige-
ramente superiores a los 90°. Nuestro c6digo posee la facili-
dad de cambiar directamente datos de entrada que permitan
calcular, y con ello examinar, la factibilidad en la escogencia
de rumbos especificos asi como valorar los tipos més ade-
cuados de drbitas que se ajusten a las necesidades del pafs
a mediano y largo plazo.

6. Conclusiones

En la presente comunicacién se ha realizado el estudio de
la trayectoria de vuelo para un cohete de tres etapas lanzado
desde un sitio en territorio colombiano con fines de colocar
un pequefio satélite (~ 200 kg) a érbita baja. Para ello se
integraron lag ecuaciones diferenciales de movimiento en
un sistemna de referencia no inercial asi como se definieron
algunas caracteristicas de disefio del vehiculo el cual se
optimizé a través de un proceso iterativo. Se tuvo en
cuenta las fuerzas principales que afectan el movimiento del
vehiculo, tales como la atraccién gravitacional (incluyendo
el arménico zonal J5} asi como la fuerza de empuje y
aquellas otras que se originan por el movimiento a través
de un fluido. Para estas dltimas fue preciso utilizar datos
de densidad del aire en funcidén de la altura para lo cual
se utiliz6 un modelo atmosférico. Para la integracién
numérica de las ecuaciones diferenciales se utilizé un cédigo
computacional en lenguaje Fortran 77 elaborado por los
autores basado en el integrador Radau. Se logré simular
la trayectoria de vuelo desde el lanzamiento {ubicado en
un sitio en el departamento de la Guajira) y determinar
la trayectoria de vuelo para varios valores de azimut. Se
determinaron los puntos de impacto de la primera y segunda
etapas y se discriminaron de ese modo las trayectorias de
vuelo que sobrevuelan por dreas pobladas o limitrofes con
otros paises. Se establecié que el mejor rango de azimut
corresponde a valores entre 45 y 60°.

Este se constituye en el primer anilisis realizado en
Colombia que se ocupa de estudiar la trayectoria de
un cohete (incluso sin apelar a cédigos realizados en el
extranjero) para posicionar un pequefio satélite de forma
lo més realista posible, advirtiendo que son mucho los
aspectos que habria que incluir para futuros andlisis mds
detallados, tales como el estudio del perfil atmosférico
en la zona préxima al lanzamiento, estudio de vientos,
caracteristicas de los materiales que integran el cohete,
forma detallada del vehiculo, etc. Tanto el vehiculo de
lanzamiento como el satélite bien pueden ser de fabricacién
autdctona, realizable a un corto plazo siempre y cuando
el pafs adopte la decisién, fundamentalmente politica, de
hacerlo. El andlisis es del todo premeliminar, bisicamente
enfocado en cual tendrian que ser las dimensiones del
vehiculo ¥ cual tendrfan que ser los azimuts de lanzamiento
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para minimizar los riesgos de caida de las etapas o de mal
funcionamiento del vehiculo. Estos resultados han de verse
como una primera exploracién tendiente a crear conciencia
en el medio, de que este tipo de tecnologias pueden ser
accequibles a un pais como el nuestro, que a pesar de la
problemitica social y relativamente altos niveles de pobreza,
los ejemplos de paises en condiciones iguales o peores que el
nuestro tales como Irdn, Paquistdn y Corea del Norte mues-
tran que es posible acceder al espacio por medios autdéctonos.
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La fisica de la materia condensada es la base de muchas ideas fundamentales en ciencia y es el origen de un
sinnimero de aplicaciones que afectan nuestras vidas diarias. La nanociencia ha producido materiales nuevos
con funcionalidades inexistentes en la naturaleza. La computacién cudntica aprovecha la superposicién de
estados fisicos para producir fenémenos inesperados y para simular la evolucion de sistemas complejos. Los
metamateriales, forman una clase de materiales sintéticos que tienen propiedades Opticas fundamentalmente
diferentes de lo que existen en la naturaleza.
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ABSTRACT

Condensed matter physics is the basis for many fundamental ideas in science and the origin for a countless
number of applications, which affect our daily life. Nanoscience has produced new materials with functiona-
lities, which don’t exist in nature. Quantum computing takes advantage of the superposition of quantum states
to produce unexpected phenomena and for the simulation of complex systems. Metamaterials form a class of
synthetic materials with optical properties unlike anything found in nature.
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Introduccion humano en la historia. Jean-Francgois Pilatre de Rozier y el

Marques d’ Arlandes eran los primeros valientes que se iban
El 21 de Noviembre de 1783 en los jardines de Rue de Mon- aremontar en el aire en un globo inventado por los hermanos
treuil, Paris, Benjamin Franklin era uno de los cientos que Montgolfier. Muchos de los espectadores estaban deslum-
presenciaba un espectdculo maravilloso: el primer vuelo brados por este acontecimiento, pero como sucede con cada
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gran descubrimiento, habia algunos cinicos en la audiencia
que consideraban que esto era una pérdida de tiempo. Uno
de ellos tomo por el brazo a Franklin y le dijo con desprecio:

“Monsieur, franchement, a quoi peut bien servir de
s’envoler dans les airs?” (;Sefior, francamente, para
que sirve esto de volar en el aire?)

A lo que Franklin respondié:

“Monsieur, a quoi peut bien servir I’enfant qui vient
de naitre?” (;Sefior, para que sirve un bebé recién na-
cido?)

Esto ilustra como funciona la ciencia bésica. Tal como con
un bebé recién nacido, es imposible predecir a dénde va a
ir y que llegara a ser. Lo que si se puede asegurar, es que la
totalidad de todos los recién nacidos van a producir muchas
maravillas y van a mejorarnos la vida de manera inconcebi-
ble e impredecible. Asi que cuando miren a los ojos de sus
hijos y nietos que recién nacen, recuerden, a lo que estan
predestinados es a producir algo tnico, inusual, maravilloso
y que es imposible predecir a priori a dénde van a llegar.
Como dijo Antonio Machado “Caminante no hay camino,
se hace camino al andar”. Lo importante es caminar y uno
llegara a algin lugar.

Asi es la ciencia bésica. Es investigacion que se hace para
satisfacer la curiosidad innata del hombre de entender la na-
turaleza. De esto nacen no sélo los conocimientos que nos
abren los horizontes, sino también las aplicaciones practicas
gue mejoran nuestras vidas.

La fisica ha tenido un enorme impacto en todas las ciencias
naturales. Desarroll6 los nuevos conceptos que rigen la cien-
cia moderna y también es responsable de la mayoria de los
métodos modernos de preparaciéon de materiales, diagnosis,
e instrumentacion usados en las otras ciencias naturales. Por
supuesto ésta tuvo un impacto esencial en la industria, en las
telecomunicaciones, produccion de energia, y dispositivos
médicos. Por lo tanto, cuando miren a su alrededor se daran
cuenta que la fisica les estd impactando continuamente, me-
jorando y facilitando sus vidas. Por ejemplo, en un articulo
reciente en el New York Times (Noviembre 8, 2009) el Dr.
Brent James (el principal fiscalizador de la calidad de hos-
pitales de Intermountain Healthcare) dijo: “El sistema Ame-
ricano de salud es mas caro que cualquier otro, sin producir
mejores resultados. La cura estd en las mediciones”. Cuan-
do uno habla de mediciones se refiere a lo que se hace con
aparatos inventados por fisicos; rayos X, ultrasonido, 6ptica,
resonancia magnética, scanners, radiacion para diagnosticar
y curar, etc. Los médicos estarian completamente perdidos
sin los aparatos que la fisica les ha brindado.

Pasado

En 1871 cuando comenz6 sus clases de fisica en Cambridge,
James Clerk Maxwell, el inventor de las ecuaciones que des-
criben el electromagnetismo, dijo: “en unos pocos afios los
fisicos se dedicaran a agregar algunos decimales a las cons-
tantes fisicas”. El famoso Lord Kelvin, cuyo nombre se usa
como unidad para medir la temperatura (grados Kelvin), dijo
al final del siglo XIX que la fisica estaba acabada, que todo
se entendia y que las teorias fisicas funcionaban tan bien que
no podian estar mal y que sélo alguna que otra “cosita” ne-
cesitaba explicacion. Fueron justamente los estudios de estas
“cositas” que llevaron a la teoria cudntica y a la relatividad.

Los logros pasados de la fisica antes de la era moderna son
tan numerosos que es casi imposible resumir sus efectos so-
bre la sociedad. Sin embargo, hay algunos conceptos claves
que han tenido un efecto inmedible. Uno de estos, debido al
famoso fisico italiano Galileo Galilei, es que la manera de
entender el universo es haciendo experimentos y observacio-
nes. Con anterioridad a €I, las ideas aristotélicas planteaban
que el pensamiento puro podia llevarnos a un entendimiento
de la naturaleza. Galileo hizo experimentos sobre la caida
de objetos desde la torre de Pisa y apunt6 sus telescopios a
los cielos descubriendo nuevos astros. Esta idea de no sé6lo
pensar y elucubrar, sino que ademas comparar y aprender
observando la naturaleza, delinea las actividades cientificas
modernas.

M ecanica Cléasica

La mecénica clasica, principalmente desarrollada por New-
ton y contenida en las leyes que llevan su nombre, describen
el comportamiento de practicamente todos los objetos ma-
croscopicos. La gran revolucién en el pensamiento cientifi-
co introducido por Newton, fue que las mismas leyes rigen
el comportamiento de los astros y de los objetos terrestres.
Lo interesante y fascinante es que las ideas de Newton son
simples y se pueden resumir en tres leyes que cualquier estu-
diante de fisica elemental las puede entender y aplicar. Estas
leyes se utilizan en el disefio de variadas maquinas, como
por ejemplo las que se usan en sistemas industriales o en el
transporte que reemplazé a los animales de carga. Nos per-
mitieron mandar un hombre a la luna y nos ayudan a ubicar
satélites que facilitan las comunicaciones. Asi que cuando
manejen sus autos, viajen en avién, usen el GPS o miren
television, recuerden que todo esto seria imposible sin el de-
sarrollo de la fisica.

Electricidad y Magnetismo

Antes del siglo XIX la electricidad y el magnetismo eran una
de esas curiosidades descubiertas por los griegos y los chinos
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en minerales como la magnetita y el &mbar. Eran dos feno-
menos que aparentemente no tenfan ninguna relacion entre
si, pero en el siglo XVIII una gran actividad en el desarrollo
de experimentos y teorias dio origen al entendimiento mo-
derno de la electricidad y el magnetismo como fenémenos
que tienen un origen comun. El origen y comportamiento
de estos, fue resumido de una manera muy compacta por
Maxwell, en lo que hoy en dia se conoce como las ecuacio-
nes de Maxwell. Estas ecuaciones no sélo explican de una
manera unificada muchos experimentos y observaciones,
sino que ademds condujeron a la generacion de electrici-
dad por medios mecénicos, tal como los utilizados en plan-
tas hidroeléctricas. Esto nos permitié modificar el mundo a
nuestro alrededor, ya no dependiamos del sol o de velas para
calentarnos e iluminar el ambiente.

Las ecuaciones de Maxwell tienen incorporados una serie
de fenémenos tales como la relatividad especial, que fue de-
sarrollada mucho mas tarde por Einstein, o la existencia de
ondas electromagnéticas. Segun esto, el universo esta lleno
de campos electromagnéticos que bajo ciertas condiciones
pueden producir ondas que se propagan de un lugar a otro
con la velocidad de la luz. Esto suena como ciencia ficcién
0 més auin, magia. Pero el hecho es que estas mismas ondas
electromagnéticas son las que se usan para transmitir sefiales
de radio y television. Por lo tanto cuando miren la TV recuer-
den: jesto se debe todo a la fisica! Incluyendo el televisor.

Presente

Figura 1. Un ejemplo de un material nanométrico es el “nano-
tubo” formado por dtomos de carbono. Las propiedades de este
diminuto “tubo” son regidas por la mecénica cudntica (Saito et al.
1998).

Durante el principio del siglo XX una gran revolucién ocu-
rri6 en la fisica solo por intentar resolver las “cositas” inex-
plicables que mencionaba Lord Kelvin. Una de estas cosi-
tas era la “emision espectral” de los diferentes elementos
del sistema periddico. Los atomos de los distintos elemen-
tos pueden liberar energia mediante la emision de luz. Esta
emision de luz consiste de un conjunto de diferentes colores
(longitudes de ondas) que es propio de cada elemento. Estos
“espectros de emisién” eran una de esas curiosidades que
no se entendian y que parecian sumamente complicadas. La
teoria de la mecdnica cudntica, un tema que ahora se ensefia
en los cursos elementales de las carreras de fisica y quimica,
explicé estas emisiones de una manera relativamente senci-
Ila. Otra “cosita” curiosa e inexplicable era el experimento
(Michelson-Morley, 1887) en el cual se demostré que la luz
viajaba a una velocidad constante independiente de si el ob-
servador se estd moviendo o no. Note que esta observacion
es muy poco intuitiva, ya que no es cierta para ningin otro
objeto que estamos acostumbrados a observar. Por ejemplo,
si un nifio hace rodar una pelota por el pasillo de un tren en
movimiento, la velocidad de la pelota vista desde la estacion
es diferente a la vista por un pasajero del tren. Esta “peque-
fia” curiosidad dio origen a la relatividad especial, que ahora
se ensefla en los cursos de fisica bésica.

La mecénica cudntica logré explicar los fenémenos a es-
cala atémica, o sea, fendmenos que se manifiestan cuan-
do se estudian objetos constituidos de tan s6lo unos pocos
atomos. El comportamiento de la materia a esta escala es
completamente diferente a lo que estamos acostumbrados.
Por ejemplo, un fenémeno extremadamente exdtico e ines-
perado es el llamado “efecto tinel”, el cual es predicho por
la ecuacion fundamental de la mecanica cuéntica, conocida
como la ecuacién de Schrodinger. Esta predice por ejemplo,
que cuando un objeto choca contra una muralla, en lugar de
rebotar a veces la atraviesa. Esto nuevamente suena a ma-
gia porque contradice nuestra experiencia diaria. A pesar de
ello, cada uno de nosotros utiliza este fenémeno millones
de veces al dia en el cabezal que lee la informacién en el
computador. Asi, otra vez la fisica triunfa incluso cuando
las predicciones suenan esotéricas o contradicen nuestra in-
tuicién comun. La mecdanica cudntica explica un sinfin de
fendmenos quimicos, bioquimicos, electrénicos y propie-
dades de materiales, incluso a escala subatémica. Ejemplos
de estos nuevos fendmenos son el efecto transistor (Premio
Nobel de Fisica 1956), el efecto laser (Premios Nobel de Fi-
sica 1964), la superconductividad (Premios Nébel de Fisica
1972), la teoria de las interacciones quimicas (Premio Nébel
de Quimica 1998), el comportamiento de fibras 6pticas (Pre-
mio Nobel de Fisica 2009), etc. Los resultados practicos que
surgieron de estos descubrimientos fundamentales cubren
toda la electronica moderna, comunicaciones, mediciones
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en medicina, dispositivos médicos para hacer operaciones o
para mejorar la vision en oftalmologia. Todo debido en gran
parte... ja la fisica!

Futuro

Predecir a dénde van a llevar los nuevos desarrollos cien-
tificos es muy dificil, quizas imposible. Niels Bohr mismo
dijo que “lo mas dificil para predecir, es el futuro”. Durante
los ultimos 25 afios hubo un desarrollo vertiginoso de las
telecomunicaciones y la computacion, lo que nos condujo
a tener acceso casi ilimitado a informacién y nos permitié
poder comunicarnos a cualquier parte del mundo de manera
instantdnea a través del Internet. Todo esto es consecuencia
inesperada y sorprendente debida en gran parte al desarrollo
cientifico en el dmbito de la fisica de la materia condensada.
Pocas personas vislumbraron a mediados del siglo XX que
hoy en dia casi todo el mundo iba a tener acceso a un com-
putador, el cual le permitiria comunicarse con sus amigos y
tener acceso ilimitado a cualquier biblioteca en el mundo.
iGratis!

En lo que prosigue de este articulo trataremos de hacer una
extrapolacion realista de la nueva ciencia y posibles aplica-
ciones que podrian surgir en tres dreas que se estdn inves-
tigando intensamente. Estas investigaciones seguramente
van a llevar a nuevas ideas, nuevos materiales, dispositivos,
funcionalidades y aplicaciones que son dificiles de predecir.
Las ideas que vamos a describir son extensiones de ciencia

y tecnologia presente, aunque lo més probable es que no van
a ser aplicadas tal como las describimos. Para algunos, esto
va a parecer ciencia ficcion, pero cuando eso suceda piensen
que lo mismo dirfan a comienzos del XX cuando les habla-
ran de las tecnologias actuales.

Nanociencia

La Nanociencia se refiere al estudio y manipulacién de ob-
jetos con dimensiones mayores que las de un dtomo pero
mucho més pequeifias que las de un objeto macroscopico (ver
figura 2). Los conocimientos desarrollados durante el siglo
XX llevaron a un entendimiento cuantitativo de la estructura
atémica y de las propiedades de los materiales con dimensio-
nes macroscépicas. Sin embargo, en el rango de tamafios in-
termedios, del orden de unos cientos de nanémetros (un na-
németro es la millonésima parte de un milimetro), la materia
tiene propiedades completamente nuevas e inesperadas. No
se comporta ni como los constituyentes atémicos ni como el
material masivo (Monter o et al. 2003). Por lo tanto median-
te la manipulacién de objetos con estas dimensiones inter-
medias, es posible crear materiales y dispositivos con nuevas
propiedades (Fullerton et al. 2007). Por ejemplo, materiales
aisladores se pueden transformar en metélicos (Ohtomo et
al. 2004), materiales quimicamente inertes se ponen reacti-
vos (Yoon et al. 2007) o propiedades magnéticas son ma-
nipulables con estimulos externos como la luz (Cauro et al.
2001). Estos descubrimientos y posibilidades que ofrece la
investigacion bdsica en la fisica de la materia condensada

Escalas de longitud caracteristicas

duratee
|+ -

LS

0,0000001 milimetros

0,00001 milimetros

10 milimetros

Figura 2 Nanociencia, estudio y manipulacién de objetos con dimensiones mucho mayores que las de un dtomo pero mucho

mas pequefias que las de un objeto macroscépico.



SCHULLER J.A., S. A. HEVIA, I. K. SCHULLER - LAS NUEVAS FRONTERAS DE LA FISICA DE LA MATERIA CONDENSADA 467

nos da la capacidad de crear nuevos materiales y desarrollar
dispositivos con funcionalidades nuevas que no existen en
la naturaleza. {El suefio del alquimista! Esto abre una am-
plia gama de posibles aplicaciones en diversos campos. Por
ejemplo, nos va a permitir estudiar y simular inteligencia
artificial, desarrollar nuevos catalizadores, producir energia
limpia de manera mas eficiente, guiar drogas a determinados
sitios en el cuerpo y soltarlos precisamente donde producen
los mayores beneficios. Diagnosticar y quizds reparar 6rga-
nos con técnicas no invasivas. Pero como siempre, primero
viene la investigacién fundamental que desarrolla las ideas
que son la base de las aplicaciones. Es muy importante darse
cuenta que la conexion entre los resultado de la ciencia basi-
cay las aplicaciones es imposible de predecir a-priori.

Computacion Cuantica

La computacién actual se basa en dispositivos llamados
“bits” que pueden estar en dos estados distintos, comun-
mente designados como un cero o un uno. Por ejemplo, un
interruptor puede estar abierto (un cero) o cerrado (un uno).
Toda la computacién esta basada en manipular esto ceros
y unos en millones de dispositivos, millones de veces por
segundo. A pesar del continuo aumento en la capacidad de
cémputo de los computadores actuales, existe un limite su-
perior que no podra ser superado si no se modifica la tecno-
logfa en la cual estdan basados. Una alternativa es la planteada
por la computacién cudntica (DiVicenzo et al. 1995). Esta
se basa en un concepto sumamente extrafo, pero que es real
y estd comprobado experimentalmente; la superposicién de
estados cudnticos. Esto dio origen a la famosa paradoja del
gato de Schrodinger, en que un gato puede estar vivo y muer-
to a la vez, o sea estd en la superposicion de sus dos posibles
estado. En un dispositivo cudntico de dos estados, no sélo
existe la posibilidad de que el dispositivo esté en uno de esos
dos estados, sino que también puede estar en una “superposi-
cién” de los dos estados cudnticos. Por ejemplo, el interrup-
tor no sélo esta abierto o cerrado, si no que también puede
estar cerrado y abierto a la vez.

La computacién cudntica esta basada en manipular esta su-
perposicion de estados cuanticos. En principio de esta mane-
ra la computacién ocurre en paralelo, acelerando los célcu-
los miles de millones de veces. Un logro extraordinario. El
desafio es como implementar estas ideas en dispositivos que
se puedan construir y manipular con la tecnologia presente.
Varias implementaciones se estan investigado, incluyendo:
atomos confinados en un campo electromagnético, junturas
de Josephson, electrones flotando en la superficie del helio,
nanopuntos semiconductores, etc. Cual de ellos eventual-
mente surgird como la solucién, es dificil de predecir.

Los campos aplicados que podrian beneficiarse enormemen-
te del crecimiento en poder computacional incluyen: la pre-
diccidn del clima, traductores instantaneos, inteligencia arti-
ficial o diagndsticos médicos continuos. Todo consecuencia
inesperada de la fisica de la materia condensada.

M etamateriales

Generalmente se dice que “nada puede viajar més rapido que
la luz”, pero esto no es completamente cierto. Esta frase hay
que modificarla levemente: “nada puede viajar mas rapido
que la velocidad de la luz en el vacio”. Cuando la luz via-
ja dentro de un material, su velocidad baja por un factor n,
que se denomina el “indice de refraccion”. En los materiales
transparentes comunes, como el vidrio, el indice de refrac-
cién es positivo y tiene un valor cercano a uno (n~1.5). En
materiales mas exdticos, como un vapor atémico ultra-frio,
algunos fisicos han logrado aumentar el indice de refraccién
muchas veces, bajando la velocidad de la luz acercandose a
lavelocidad de unabicicleta (Hau et al. 1998). Al poner en
contacto dos materiales de indice de difraccion distintos y
hacer pasar un rayo de luz a través de ellos, la luz, ademas
de cambiar su velocidad en la interfaz entre los materiales,
también cambia su direccion. Este efecto es el que origina
que una cuchara se vea doblada cuando estd dentro de un
VvVaso con agua.

En los materiales cominmente encontrados en la naturale-
za, el indice de refraccién es siempre positivo. ;Qué pasaria
si uno lograra crear un material que tenga un indice de re-
fraccién negativo? La prediccion es que los rayos de luz se
doblarian en la direccién opuesta a la cual se doblan en un
material comin. Como consecuencia, un simple bloque de
un “metamaterial” formaria una imagen, pero una lente cur-
vada no (ver figura 3) (Smith et al. 2004). Estas predicciones
se hicieron hace varios afios pero nunca se habian compro-
bado experimentalmente. En los ultimos afios la tecnologia
ha avanzado considerablemente, lo que nos ha permitido
poder fabricar materiales artificiales con indice de refrac-
cién negativo, o sea, “metamateriales”. Ademas de modifi-
car nuestro entendimiento de conceptos basicos de Optica,
esto tiene un potencial enorme en el desarrollo inesperado de
muchas nuevas aplicaciones. Ejemplos de aplicaciones que
se vislumbran incluyen aviones invisibles al radar (Schurig
et al. 2006), lentes que pueden resolver estructuras mucho
mas pequefias (Fang et al. 2005), épticas nuevas para curar
el desprendimiento de retina, la degeneracién macular y la
ceguera. Y como ya lo pueden adivinar ........ jtodo debido
a la fisica de la materia condensada!
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Figura 3 Comparacion de las propiedades Opticas de un material comin y un metamaterial.

Resumen

Como siempre y como un buen resumen de este articulo, hay
que tomar en consideraciéon que los metamateriales son un
tema de investigacidn bésica. Al igual que con todos los de-
mas temas de investigacion bésica, es dificil predecir dénde
y cdmo estos van a ser utilizados. Lo que podemos asegurar
con certeza absoluta es que la totalidad de la investigacién va
a llevar a muchas nuevas maravillas todavia inconcebibles.
Tal como nuestros hijos que van a caminar por nuevos sen-
deros todavia inimaginables.
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BIOPROSPECCION DE PLANTASNATIVASPARA SU USO
EN PROCESOS DE BIORREMEDIACION: CASO HELICONA
PSITTACORUM (HELICONIACEA)

BIOPROSPECTING OF NATIVE PLANTS FOR THEIR USE IN
BIOREMEDIATION PROCESS: HELICONIA PSITTACORUM CASE
(HELICONIACEAE)

Pefia-Salamanca Enrique J.", Madera-Parra Carlos A.”", Sanchez, JesisM.”", Medina-Vasquez Javier ™"

RESUMEN

Pefia-Salamanca E. J., C. A. Madera-Parra, J.M. Sanchez, J. Medina-Vasquez: Bioprospeccion de plantas
nativas para su uso en procesos de biorremediacion: caso Helicona psittacorum (heliconiaceae). Rev. Acad. Co-
lomb. Cienc. 37 (145): 469-481, 2013. ISSN 0370-3908.

La fitoremediacion es el proceso que emplea la vegetacion para el tratamiento de la contaminacion en el agua,
suelo y aire. Los Humedales artificiales de flujo sub-superficial y superficial, constituyen la principal aplicacién
tecnoldgica para la matriz agua, basada en un tipo de plantas cuya caracteristicas principales son la hiperacu-
mulacién de sustancias toxicas, y transformacién de dichos compuestos gracias a sus propiedades bioldgicas.
Recientemente, se han estudiado el empleo de especies nativas como el caso de las Heliconias, cuyo uso mas
reconocido es en la ornamentacién. Los estudios realizados con Heliconia psitttacorum para evaluar su poten-
cial fitorremediador se ha logrado demostrar que la especie presenta caracteristicas adecuadas a las condiciones
en los humedales construidos para el tratamiento de aguas residuales, a partir de su capacidad de eliminacién
de DBO,, DQO y SST, por encima del 70 % de remocién sin detrimento de sus propiedades fisiolégicas. Los
resultados aqui presentados plantean la necesidad de ampliar la evaluacién del desempefio de especies nativas
frente a la capacidad de tolerancia de las mismas para el manejo del estrés del contaminante. Esta informacién
complementaria es importante para identificar los problemas del tratamiento de aguas residuales mediante la
fitoremediacién en zonas tropicales.

Palabras clave: fitoremediacion, humedales artificiales, Heliconia, plantas hiperacumuladoras.
ABSTRACT

Phytoremediation is a process that use plants for the treatment of contamination in the water, soil and air. Sur-
face and Subsurface flow constructed wetlands are the main technological application for water matrix, based in
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a specific plant type whose main features are hyper accumulate of toxics substances and transformation of these
substances through biological properties. Recently, there has been studying the use of native plants such as
Heliconia, which it is well-known for ornamental purposes. Recent studies has demonstrated the performance
of H. psittacorum for wastewater treatment, based in its removal capacity in terms of DBO,, DQO and SST
(efficiencies >70 %). Those results indicate the importance to evaluate removal efficiencies, plant tolerance
and physiological responses under stress conditions. Additional studies are needed to identify the optimal bed
design for the treatment of high-strength wastewater in tropical areas.

Key words: phytoremediation, constructed wetlands, Heliconia, hyper accumulator plants.

1. Introduccion

La fitoremediacion se define como el uso de plantas para eli-
minar, destruir o transformar contaminantes del suelo, agua
y aire (Zhi-xin et al., 2007; Panich-Pat et al., 2010). En este
proceso, las plantas son seleccionadas principalmente por su
potencial fisiolégico, como en el caso de enzimas presen-
tes para tolerar y asimilar sustancias téxicas, por sus tasas
de crecimiento, por la profundidad de sus raices y su habi-
lidad para bioacumular y/o degradar contaminantes (Pefia-
Salamanca €t al., 2005; Ospina—Alvarez et al., 2006; Wei et
al., 2009). La vegetacién con este tipo de caracteristicas se
conoce como plantas hiper-acumuladoras (Pefia-Salamanca,
2005), por su capacidad de acumular uno o mas elementos
inorgénicos, a niveles cien veces mds altos que el ambiente
circundante y que otras especies creciendo bajo las mismas
condiciones ambientales (Pilon—Smits, 2005).

En las eco tecnologias de tratamiento como el caso de los hu-
medales artificiales, las plantas cumplen un papel preponde-
rante en la transformacién de las sustancias toxicas que allf
se depositan. Estas deben adaptarse a una situacién de estrés
por cuanto estdn expuestas a la contaminacién (Bragato et
al., 2006; Wei et al., 2009). La evaluacién de pardmetros
fisiol6gicos como el potencial hidrico, retencién y elimi-
nacion de nitrégeno (N) y las tasas fotosintéticas, sirven de
indicadores de la capacidad de respuesta de la planta (Tan-
ner, 2001). En el afluente del humedal, la materia orgénica
contenida en el agua residual doméstica (ARD), se presen-
ta en forma de material suspendido y disuelto, y abarca un
gran nimero de compuestos quimicos. La cantidad de estos
compuestos es caracterizada por pardmetros como la deman-
da bioquimica de oxigeno (DBO,), la demanda quimica de
oxigeno (DQO), carbono organico total (COT) y sélidos
suspendidos totales (SST) (Gémez & Segura, 2008; Pefia-
Salamanca et al., 2009).

Sobre el funcionamiento de este tipo de sistemas y el papel de
la vegetacién es muy poco lo que se conoce, especialmente
en latitudes tropicales, por lo que se hace necesario estudiar
los procesos internos involucrados en la transformacién del
contaminante con el fin de optimizar su desempefio (Kivai-

si, 2001; Barcel6 & Poschenrieder, 2003; Gémez & Segura,
2008). En ellos, plantas y microorganismos, participan acti-
vamente en la eliminacién de contaminantes como patdge-
nos, nutrientes o quimicos orgdnicos e inorganicos (Bragato
et al., 2006; Kantawanichkul et al., 2009; Konnerup et al.,
2009). Las plantas secuestran los nutrientes y los almacenan
en raices y brotes o para el caso de metales pesados, los acu-
mulan en otros tejidos, siendo utiles asi en los procesos de
biorremediacion (Bragato et al., 2006). Entre los mecanis-
mos de transformacién o eliminacién de contaminantes evi-
denciados en estas unidades se encuentran: sedimentacion,
precipitacion, transformacién quimica, adsorcién, cambio
i6nico en la planta, biodegradacién del sustrato, rompimien-
to, transformacidn y asimilacién de nutrientes (Haberl et al.,
1998; 1999; Quipuzco, 2002).

Heliconia psittacorum (Kress et. al. 2001, Kress et. al. 1993)
es una especie neotropical de uso comercial que desde los
afios 70°s se ha cultivado, debido en gran parte, a su valor
ornamental. La mayoria de las especies del género Helico-
nia, se distribuyen en el Neotrdpico, desde el sur de México
hasta el norte de Argentina, incluyendo las islas del Caribe.
Colombia es considerada el pais mas diverso en Heliconias
con 94 especies que equivalen a aproximadamente el 50%
del total de especies descritas. En el pais, las especies de
este género alcanzan la mayor diversidad entre los 500 y los
1500 m.s.n.m. y tienen dos sitios altamente diversos: la ver-
tiente Pacifica y los Andes (Kress et. al. 1993). Reciente-
mente, estudios han evaluado el papel de esta especie en la
remediacion de aguas residuales encontrando efectos positi-
vos en la bioremediacién (Ascuntar & Toro 2007, Gomez &
Segura 2008, Gutiérrez 2009a 2009b, Sandoval 2009, Pefia
et al., 2011). Estas evidencias muestran una cierta toleran-
cia de H. psittacorum a un amplio espectro de condiciones
ambientales, por lo que la hace una especie atractiva para su
uso en sistemas naturales como los humedales construidos
subsuperficiales (HC) para el tratamiento de aguas residua-
les (Brisson y Chazarenc, 2009, Maza, 2006, Madera et al.,
2013).

El propdsito de este trabajo es examinar el papel de las plan-
tas en los procesos de transformacién y eliminacién de la
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materia organica en sistemas naturales para el tratamiento de
aguas residuales como el caso de los HC, utilizando como
planta modelo la especie Heliconia psittacorum a partir de
trabajos cientificos realizados en Colombia. Adicionalmen-
te, se presentara la informacién de la respuesta fisioldgica
de la vegetacion frente al estrés generado por la presencia
de contaminantes en la matriz agua, asi mismo, se hace un
analisis comparativo de la potencialidad de plantas cosmo-
politas y tropicales para su uso en la fitoremediacion.

2. Metodologia

La metodologia empleada tuvo en cuenta la revisién y ana-
lisis de documentos y articulos cientificos relacionados con
experiencias en el uso de Heliconia en HC (fitoremediacion)
de aguas residuales. El andlisis se realiz6 a partir de la eva-
luacién del desempefio de las especies en estos sistemas
naturales, para lo cual se tomaron en cuenta variables que
se detallan en la Tabla 1. Las especies seleccionadas fueron
Heliconia psittacorum como planta modelo de ambientes
tropicales y una planta cosmopolita como el caso Phragmi-
tes australis, especie comtinmente empleada en humedales
construidos para el tratamiento de aguas residuales (Zhi &
Ji2012).

Tabla 1. Variables empleadas para la comparacion del des-
empefio de Heliconia psittacorum en el tratamiento de aguas
residuales.

Paré&metro Descripcién
Busca establecer la capacidad del
sistema para reducir el contenido
Materia orgénica (MO) : de materia orgdnica en el agua, lo

DBO,, DQO, SST cual es importante dado el impac-
to ambiental que la MO causa en

los cuerpos hidricos.

Determinar que tan eficiente es
el sistema con Heliconia ps en la
reduccién de los pardmetros que
mds contribuyen a fendmenos tan
complejos como la eutrofizacion
de cuerpos de agua especialmente
oligotréficos

Nutrientes: Nitrégeno y
Fosforo

Determinar el aporte en reducir
Patégenos: e coli y huevos | entero bacterias y helmintos aso-
de helmintos ciados a enfermedades del tracto
digestivo en el ser humano.

Identificar la capacidad de acumu-
lacién de metales pesados, que son
elementos con un alto grado de to-
xicidad para el ser humano.

Metales pesados: Cd (II),
Hg (1), Pb (IT) y Cr (VD)

Macroéfitas

Entrada de
Afluente

Membrana
Impermeable
o arcilla

alida
e
fluente

i

Figura 1. Elementos de un humedal artificial de flujo subsuperficial.
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3. Humedales Construidos

En los humedales construidos subsuperficiales (HCS), los
procesos aerdbicos predominan cerca de la rizdsfera, en la
cual se presenta el crecimiento microbiano mas importante
de la superficie del medio de soporte (Madigan et al., 2004;
Goémez & Segura, 2008; Li et al., 2009). Lo anterior, da lu-
gar a diferentes procesos microbianos que la convierten en
la zona de reaccidn activa de estos sistemas (Kadlec et al.,
2000; Stottmeister et al., 2003). En términos generales los
HCS (Figura 1) estdn compuestos de un medio filtrante, de
un tipo de vegetacién y microorganismos asociados, cada
uno desempefiando funciones que favorecen el tratamien-
to del agua residual, a través de la captura y fijacién de la
materia orgdnica y su posterior incorporacién a los proce-
sos fisioldgicos de plantas y microorganismos (Kura et al.,
1997). Los HCS pueden ser ademds de flujo horizontal o
flujo vertical (Chazarenc & Merlin, 2004; Cooper, 2004).
Estos sistemas se han convertido en alternativas econémicas
y efectivas, utilizados en varios paises de zonas templadas
(Zhi-xin et al., 2007; Bragato et al., 2009; Kantawanichkul
et al., 2009; Mirza et al., 2011).

3.1 Plantas hiperacumulador as

Las plantas hiperacumuladoras tienen la capacidad de acu-
mular y transformar una variedad de compuestos toxicos,
en especial metales (Mirza et al., 2011, Pefia-Salamanca et
al., 2004). Su capacidad fitorremediadora se mide a partir de
sus tasas de crecimiento y de acumulacién, para obtener un
valor de extraccion (en gramos o kilogramos de metal por
hectdrea y afio), ademdas deben presentar un alto rango de
tolerancia a condiciones toxicas (Zhi-xin €t al., 2007). Este
tipo de plantas se definen como aquellas que contienen mas
de 0,1% de su peso seco de Co (Cobalto), Cu (Cobre), Cr
(Cromo), Pb (Plomo) o Ni (Niquel), o 1% de su peso seco
de Mn (Manganeso) o Zn (Zinc) (Prassad, 2004; Wei et al.,
2009). No obstante, existen especies naturales o mejoradas
que pueden acumular concentraciones de 2-4% de su peso
seco (Brooks, 1998).

Debido a que los requerimientos de eliminacién de metales
son cada vez mayores, se calcula que las plantas naturales
son muy lentas para ajustarse a estas medidas. La principal
limitante de las plantas hiperacumuladoras naturales, es su
baja tasa de crecimiento, por lo cual se considera incremen-
tar sus tasas por medio de ingenieria genética, para alcanzar
valores mayores. Por otro lado, la limitada solubilidad de los
metales en los suelos es otro inconveniente que estd siendo
resuelto con el uso de quelantes u otros surfactantes en el
suelo o en el agua, o con la combinacién de la fitoremedia-
cién con técnicas in situ como la electro6smosis para estimu-

lar la movilidad de los metales hacia la planta. Igualmente,
el uso de hongos simbidticos con las raices (micorrizas), esta
siendo estudiado para mejorar la habilidad de la planta para
absorber agua y ciertos nutrientes, incrementando el area su-
perficial disponible para la absorcion (Prassad, 2004).

Entre las plantas comtinmente usadas en estos sistemas de
HCS se pueden encontrar especies de la familia, Brassica-
ceae, y plantas acudticas del género Typha, Juncus, Lemnay
Eichornia, entre otras (Pefia-Salamanca, 2005). El papel de
estas y otras plantas en la fitorremediacén, puede observarse
en la Tabla 2. Al momento de seleccionar una planta para
fitoremediacion, es importante tener en cuenta sus requeri-
mientos fisiolégicos de crecimiento y su condicion de planta
nativa o introducida para evaluar su espectro de distribucion.
Recientemente se ha venido estudiando la vegetacién nativa
que permita identificar especies con potencial para su uso
en fitoremediacion a partir de biodiversidad regional tropical
(Prassad, 2004). En la Tabla 3, se consignan diferentes es-
pecies vegetales nativas tropicales, junto con los pardmetros
analizados y algunas aplicaciones a nivel local y nacional.

Tabla 2. Plantas usadas en fitoremediacion (Modificada de
Prassad, 2004 y Torres & Vasquez, 2010).

Planta Papel en fitoremediacion

Remediacion de compuestos organicos
como PCP (fenilciclohexilpiperidina) y
PAH (Polihidroxialcanoatos)

Acumula niquel

Acumula®*"Cs (Cesio)

Cultivos de pelos radiculares retiran me-
tales pesados

Acumula plomo

Agropyron cristatum

Alyssum spp.
Amaranthus retroflexus

Armoracia rustica

Armeria maritima

Asthenatherum forsskalii

Remediacién de hidrocarburos de petréleo

Altriplex prostrata

Retirasal del suelo

Azolla pinnata

Acumula plomo, cobre, cadmio y hierro

Brassica canola

Remedia suel os contaminados con '¥’Cs

Brassica juncea

Hiperacumuladora de metales

Cannabis sativa

Hiperacumuladora de metales

Cardamonopsis hallerii

Hiperacumuladora de metales

Ceratophyllum
demersum

Acumuladora de metales. Retira TNT (tri-
nitro tolueno)

Cyperus conglomeratus

Remediacién de hidrocarburos de petréleo

Datura innoxia

Acumulabario

Eucalyptus spp.

Retira sodio y arsénico

Eichornia crassipes

Acumula plomo, cobre, cadmio y hierro

Helianthus annuus

Acumula plomo y uranio Retira *’Cs y
%Sr (Estroncio) en reactores hidropénicos

Hydrocotyle umbellata

Acumula plomo, cobre, cadmio y hierro

Kochia scoparia

Retira '*’Cs y otros radionucleicos

Lemna minor

Acumula plomo, cobre, cadmio y hierro

Myriophyllum spicatum

Degrada TNT

Phaseolus acutifolius

Acumula¥"Cs
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Phragmites communis

Tratamiento de contaminantes organicos
en aguas residuales

Potamogeton nodus

EliminaTNT

Populus deltoides

Agua freatica contaminada con TCE (tri-
cloro etileno)

Populus charkowiiensis
x P. incrassata

Degradacién de TCE

Populus trichocarpa x P.
deltoides

Eliminacién de TCE, TCA (tricloroetano)
y CT (tetracloruro de carbono)

Paulownia sp.

Disminuye el N. Posee altos niveles de
absorcion

Sagittaria latifolia

EliminaTNT

Salicornia

Eliminasal del suelo

Salix sp.

Fitoextraccion de metales pesados, trata-
miento de aguas residuales y de escorrentia

Solanum nigrum

Cultivos de células pilosas detoxifican
PCBs (Bifenilos policlorados)

Spartina alternifolia

Eliminasal

Spergularia

Eliminasal del suelo

Stipagrostis plumosa

Remediacién de hidrocarburos del petréleo

Tamarisk

Elimina sodio y arsénico

Typha spp. Volatilizacién de selenio

Thlaspi spp. Acumuladora de zinc, cadmio y plomo
Vicia faba Remediacion de hidrocarburos del petréleo
Yucca spp. Absorcién y degradacion TNT y RDX

(explosivos)

Los procesos esenciales de la fitoremediacion se muestran en
la Figura 2. Estos mecanismos incluyen desde la extraccion
de contaminantes del suelo o del agua, la concentracién de
los mismos en el tejido vegetal, su transformacién por medio
de procesos fisioldgicos o de facilitamiento por interacciones
bidticas; y la volatilizacién o transpiracién del contaminan-
te por parte de la planta (Zhi-xin et al., 2007; Mirza et al.,
2011).

La fitoextraccién se constituye en la captacién de conta-
minantes por las raices de las plantas y la translocacién de
estos dentro de ellas (Mirza et al., 2011). Sin embargo, el
crecimiento lento de las plantas hiperacumuladoras lleva a
una baja produccién de biomasa y un sistema radicular poco
profundo (Li et al., 2009). La biomasa de estos contaminan-
tes extraidos puede ser utilizada como fuente para reponer
las deficiencias. No obstante, el metal puede llegar a tener
efectos fitotdxicos y por tanto se debe restringir su acceso
por parte de animales y material vegetal cosechable. Los
contaminantes para los cuales aplica esta estrategia son me-
tales como Ag (Plata), Cd (Cadmio), Co, Cr, Cu, Hg (Mer-
curio), Mn, Mo (Molibdeno), Pb, Ni, Zn; metaloides como
As (Arsénico) y Se (Selenio); los radionucleidos *Sr, *'Cs,
2¥Pu (Plutonio), 28U (Uranio), ***U; y no metales como el

Tabla 3. Algunas especies vegetales nativas tropicales utilizadas en fitoremediacidn.

Especie

Aplicacién

Referencia

Colocasia esculenta
(Oreja de burro)

Fitoremediacion de mercurio
Reduccion de nitrato, fosforo, sulfato,

Skinner et al., (2007).
Mbuligwe, (2004).

Reduccién de pesticidas y herbicidas

Cheng et al., (2002).

Eliminacion de nitrato, fosforo y DQO

Bindu et al., (2008).

Eliminacién de NH4 y NO3 .

Morgan et al., (2008).

Eliminacién de Cd.

Mandakini et al., (2005).

Petiveri alliacea (Anami)

Efecto del nitrégeno e irradianza en la eficiencia fotosintética

Pérez et al., (2007).

Echinochloa colona
(Liendre de puerco)

Efecto en la germinacion por sometimiento a Cr(VI)

Rout et al., (2000).

Vetiveria zizanioides

Reduccién de nitrégeno amoniacal, total, fésforo total, DBO, DQO

Xiao et al., (2009)

Efectos en el crecimiento por exposicion a Lixiviados.

Rotkittikhun et al.,(2007

(Vetiveria) - — -
Efecto por el riego con fertilizantes Edelsteinet al., (2009).
Efecto en el crecimiento al riego con lixiviados de rellenos sanitarios Torres y Vasquez, (2010
Ascuntary Toro (2007); Gutiérrez (2009);
Eliminacién de DBO35, DQO, Nitrato, TKN, NH4, orto fosfato y SST | Mosquera (2010); Ascuntar- et al., (2009)
Heliconia Sandoval (2010);
Psittacorum. Eliminacién de DQO, P-PO4 , NH4 , NO3 Konnerup et al., (2009).
(Heliconia) Eliminacion de Materia organica y nutrientes Paulo et al., (2008)

Eliminacion de metales pesados: Cd (II), Cr (VI), Pb (II) y Hg (II).

Madera et al, 2013

Eliminacion de Cr (VI) y Nitrégeno.

Cortes et al, 2013a.

Eliminacién de DQO, DBO,y NH *

Cortes et al, 2013b

Gynerium sagittatum
(Caiia brava)

Biomasa y crecimiento de la especie

Torres y Vasquez, (2010).

Eliminacién de DBO5, DQO, NH4 y NO3

Stewar, (2005)_

Eliminacion de Cr (VI) y Nitrégeno

Cortes et al, 2013a.

Eliminacion de metales pesados: Cd (II), Cr (VI), Pb (II) y Hg (II)

Madera et al, 2013
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B (Boro). Las plantas de familias Brassicaceae, Euphorbia-
ceae, Asteraceae, Lamiaceae 0 Scrophulariaceae, son ejem-
plos de plantas utilizadas en estos procesos (Prassad, 2004).

PROCESOS Y APLICACIONES

DE LA FITORREMEDIACION
F@to;stabiliz.aciér} Rizofiltracion
F}t01nm0V1!1/za010n Barreras hidraulicas
F!toextra.cglon' B Cubiertas vegetativas
F}tovolatlhzagon Humedales artificiales
Fitodegradacion

Figura 2. Procesos de fitoremediacién, principalmente utilizados
en medio terrestre y acuoso.

La rizofiltracién consiste en la absorcién de los contami-
nantes dentro de las raices, por medio de procesos bidticos
o abidticos. Los exudados producidos en las raices pueden
causar la precipitacion de algunos metales. Los contaminan-
tes son eliminados, luego de ser inmovilizados o acumulados
dentro de las plantas. Esta técnica es cominmente utilizada
en suelos donde el contaminante debe estar en solucién para
ser absorbido por el sistema vegetal. Las plantas requieren
un soporte y pueden ser usadas in situ 0 ex situ. Aplica para
contaminates como el Pb**, Cd, Zn, Cu, Ni, Cr y los radionu-
cleidos U, Cs y Sr. Entre las plantas acuaticas utilizadas en
rizofiltracion, se incluyen Eichornia crassipes, Hydrocotyle
umbelata, Lemna minor, Azolla pinnata (Prassad, 2004; Giri
& Patel, 2011).

La inmovilizacién de un contaminante del suelo o el agua
por medio de absorcion, precipitacion y acumulacion por rai-
ces, es definida como fitoestabilizacién (Mirza et al., 2011).
La planta puede alterar las condiciones del medio, al conver-
tir metales de un estado de oxidacién soluble a uno insolu-
ble. Por tanto. Esta estrategia es utilizada en tratamientos de
suelo, sedimentos y lodos y es menos disruptiva que otras
tecnologias, ademds de tener un menor costo. Sin embargo,
tiene como desventaja que los contaminantes permanecen en
el suelo y las plantas pueden necesitar mantenimiento a largo
plazo. Entre las plantas utilizadas para reducir la filtracién de
metales en suelos contaminados, son Brassica juncea, Ar-
grostris tenuis y Festuca rubra. Los contaminantes para los
cuales se ha aplicado la fitoestabilizacion, son el As, Cd, Cr,
Cu, Hg, Pb y Zn (Prassad, 2004).

La fitodegradacion es la transformacién de un contaminante,
por medio de compuestos producidos por las plantas. Par-

ticularmente, el rompimiento de un contaminante organico,
es facilitado por la actividad microbial en la zona radicular,
y es llamado rizodegradacion. En esta zona se liberan com-
puestos como azicares, dcidos grasos, esteroles, amino4ci-
dos, dcidos orgdnicos, factores de crecimiento, nucleétidos,
flavonoides, enzimas y otros compuestos, todos exudados
por las raices. Por su presencia, la actividad microbial puede
ser aumentada en esta zona, resultando en la biodegradacién
de contaminantes organicos del suelo. No obstante, los exu-
dados pueden estimular microorganismos no degradadores,
que se desarrollen a expensas de aquellos degradadores.
Igualmente, las raices pueden modificar las condiciones del
suelo, al aumentar la entrada de aire y regular el contenido
de humedad, asi crear condiciones mas favorables para la
biodegradacion de microorganismos nativos. Este sistema es
de bajo costo y tiene como ventaja que la transformacion del
contaminante que ocurre in situ. Sin embargo, puede tomar
un tiempo el desarrollo de una zona radicular extensa. Las
plantas mds comdnmente utilizadas son Morus rubra, Ma-
lus fusca, Menta spicata, Medicago sativa, Agropyrum de-
sertorum, Oriza sattiva, Typha latifolia y varias especies de
algas (Pefia-Salamanca et al., 2011). Estas plantas necesitan
fertilizacion adicional debido a la competencia de nutrientes
con las poblaciones microbianas. Se aplica en contaminantes
como pesticidas (atrazina, diazinon, propanil herbicida), sur-
factantes, solventes clorados, pentaclorofenol, hidrocarburos
aromaticos policiclicos y de petroleo totales (Prassad, 2004).

Finalmente, la captacion y transpiracion de un contaminante
modificado a la atmdsfera, se conoce como fitovolatilizacion
(Mirza et al., 2011). La ventaja de este proceso es que los
contaminantes pueden ser transformados en formas menos
toxicas e incluso pueden ser sujeto de procesos de degrada-
cién mads rapidos y efectivos. Sin embargo, de igual forma
pueden ser liberados contaminantes o metabolitos dafiinos a
la atmdsfera, o incluso pueden acumularse en la vegetacion
y pasar a otras partes, como frutos y madera. Las plantas
cominmente usadas en este proceso son Medicago sattiva,
Brassica juncea, Brassica hapus y Arabidopsis taliana. En-
tre los contaminantes modificados por estas plantas, se en-
cuentran aquellos orgdnicos como solventes clorinados y
algunos inorgénicos como Se y Hg (Prassad, 2004).

4. Resultados

4.1 Eliminacion de Materia Orgéanica, Nutrientesy Me-
tales Pesados

Las plantas del género Heliconia (Heliconaceae), pretene-
cientes al orden Zingiberales (platanillos), son hierbas peren-
nes, nativas de las zonas del Caribe y América central y del
sur (Berry & Kress, 1991). Originarias de zonas de altitud



PENA-SALAMANCA E. J., C. A. MADERA-PARRA, J.M. SANCHEZ, J. MEDINA-VASQUEZ - BIOPROSPECCION DE PLANTAS NATIVAS PARA SU USO EN PROCESOS DE BIORREMEDIACION 475

media y baja, de 0 a 1200 metros sobre el nivel del mar; en
el caso de Colombia se cuenta con especies hasta los 2400
metros de altitud (Corporacion Auténoma Regional del Valle
del Cauca, 2007). Al ser plantas nativas del tropico, proveen
habitat para muchas especies de organismos que dependen
de ella como alimento (Arango, 2007). En el Valle del Cau-
ca, crecen el 73 % de las Heliconias de Colombia y se puede
estimar que tiene 50 0 mas especies distribuidas a lo largo de
su territorio administrativo (Betancur & Kress, 1995).

En la Ultima década, se han desarrollado diferentes trabajos
para evaluar la respuesta de plantas del género Heliconia a
diferentes escalas (Figura 3). El propdésito de estos trabajos
fue evaluar y proponer una opcién tecnolégica verde que
parte del principio que las plantas son bombas direcciona-
das solarmente y pueden movilizar contaminantes en varios
sentidos, lo cual ha creado y despertado un alto interés en
el mundo académico y cientifico dado sus multiples y poco
conocidos mecanismos de eliminacién (Raskin et al., 1997).
Ademas de los beneficios ambientales del tratamiento de
aguas residuales, las Heliconias pueden también proveer
otros servicios ambientales con beneficios econdémicos aso-
ciados (Belmont & Metcalfe, 2003).

En la Tabla 4 se reportan los resultados del potencial fito-
rremediador de Heliconia psittacorum y se compara con
humedales sin vegetacion y con la especie cosmopolita mas
ampliamente empleada y sembrada en procesos de elimina-
cién de contaminantes en aguas residuales (humedales cons-
truidos) como el caso Phragmites australis (Zhi & Ji, 2012).
En términos generales, se encontrd que estas dos especies
contribuyen a la eliminacion de contaminantes en igual pro-
porcion. Ademas, el desempefio de los sistemas sembrados
con estas especies en la mayoria de los casos fue consistente
con lo reportado en la literatura en cuanto a eliminacion de

materia organica, y se encuentra entre el rango estipulado
por diversos autores (60 - 80%) (Reed et al., 1995; Kadlec
& Knight, 1996; Karathanasis et al., 2003; Ascuntar & Toro,
2007). Estos hallazgos muestran la potencialidad de emplear
la Heliconia sp en el proceso de fitoremediacion de aguas
residuales.

Debido a que la mayoria de macrofitas emergentes pueden
traslocar oxigeno de las hojas a las raices, se presentan mi-
cro-zonas aerobicas en la superficie de las raices y los rizom-
as, lo cual crea las condiciones en la zona de raiz de la planta
que ayudan al desarrollo de microorganismos que participan
en la descomposicion de materia organica y la nitrificacion,
respectivamente (Brix, 1993). Este fendmeno fue reportado
en casi todos los documentos revisados, donde destacan que
H. psittacorum puede disponer una buena capacidad para
proveer oxigeno al sistema radicular, beneficiando el proce-
so de nitrificacion (no se reportan valores de transferencia
de oxigeno).

Gutiérrez (2009a) registrd un mejor desempefio de estas
plantas en la eliminacion de DOQ y DBO, para la condicion
de mas alta carga contaminante aplicada al reactor sembrado
con la especie Heliconia sp, situacion igualmente reportada
por Madera et al, (2013). Montoya et al., (2010), encontraron
que en la eliminacion de DQO, COD y DBO,, no habian
diferencias entre las especies Heliconia sp y Phragmities au,
indicando que el uso de la especie nativa ademas de manten-
er las mismas condiciones operacionales de la tecnologia,
permite crear ambientes agradables como ornamentacion por
las floracion que dicha especie produce.

La mayor asimilacion de nitrogeno ocurrid en hojas (65.7%)
y raices (35,9%) y los porcentajes mas altos de desasimi-
lacion fueron en el tallo (-1,6%). Evaluando el principal me-

Figura 3. Imagenes experimento a escala laboratorio (a) y escala piloto (b) usando Heliconia psittacorum.
Fuente: Madera et al., 2013 y Ascuntar et al., 2009.
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Tabla 4. Eficiencias (%) de eliminacion promedio para H. psittacorum y P. australis.

Par ametro H. psittacorum P. australis Sin Plantas (SP)
A&T* 63 63 63
G&S** 60 80 74
DBO, Ga*#* 68 79 71
Sk 65 77 70
Gb***** 57 - 52
Mo+++ 97 97
A&T* 59 (Totales) 58 (Totales)
y 42 (Filtrada) y 41 (Filtrada)
G&S** 63 77
DQO Ga*** 63 70
Stk 65 (Totales) 74 (Totales)
y 52 (Filtrada) y 53 (Filtrada)
Gk 53 -
Mo+++ 95
A&T* 90 88 91
G&S** 78 85 79
SST Ga*#* - - -
Spierk 84 87 85
Gk - - -
A&T* Disminucién longitudinal Variacion longitudinal Disminucién longitudinal
. ) G&S** 9 39 9
g};‘i}éﬁﬁ?‘?momacal Gak#* 18(NH,") 36(NH,") 10 (NH,")
Nk 20(NH,") 38 (NH,") 9 (NH,")
Gk 33(NH,) - 27 (NH,)
A&T* Concentraciones heterogéneas en cada etapa
G&S** 43(NO,) 65 (NO,) 48 (NO,)
Gakk* - - -
Nitritos y Nitratos N -32y -49 65y-112 22y -71
(NO,/NO;) Gy 3.4 (NO;) 16 (NO;)
Mat 48y 35 (NH,"y NO,) 45 (NH,")
Co++ 40 (NO,) -
50 (NH,") -
A&T* Comportamiento oscilatorio en sentido longitudinal (La mayor parte de porcentajes de elimina-
cién fueron negativos)
G&S** Oscilacién permanente
Fosfatos (PO,) Gaw* 111 257 244
S 10 30 10
Gk 10 - 23
Metales Ma+ 95 Cd, Pb, Hg, Cr (VI) - 90
Co++ 60 Cr (VI) -

*A&T-> Asciintar & Toro (2007) **G&S-> Gémez & Segura (2008) ***Ga-> Gutiérrez (2009a);**##S-> Sandoval (2009); *####*Gb-> Gutiérrez (2009b),+ Ma>Madera et al., 2013:

++ Co>Cortes et al., 2013; Mo+++>Montoya et al, 2010.
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canismo de eliminacion de nitrogeno(N) en este caso, fue
la denitrificacion, la cual elimind el 19.7% de la carga de N
afluente en humedales plantados y 16.2% en los controles.
Seguido por la acumulacién de N en el lecho de soporte,
siendo responsable de la eliminacion del 6.2 y 5.0% del N
afluente, respectivamente. El aporte de H. psittacorum en la
eliminacion de la carga afluente de N por asimilacion directa
solo fue del 0.2%, pero su presencia promovio la eliminacion
de N, por tanto se puede sugerir su uso en este tipo de siste-
mas de tratamiento (Gutiérrez, 2009b).

Las eliminaciones de nitrégeno amoniacal y de nitritos
fueron mayores en P. australis., lo cual puede estar asociado
a que las raices de esta planta al ser mas extensas y abundan-
tes ofrecen una mayor area para transferencia de oxigeno y
formacion de comunidades de microorganismos (Gémez &
Segura, 2008; Li et al., 2009). Por otro lado, la inestabilidad
presentada en algunos casos, pudo ocurrir por la cantidad de
interacciones que se generan en la rizésfera, que dan lugar
a fendmenos y eventos como nitrificacidn-desnitrificacion
(Yang et al., 2001, Meuleman et al., 2003; Pefia-Salamanca
et al., 2011), fijacion simbidtica de Nitrogeno, asimilacion
bioldgica, muerte vegetal, adsorcion del medio (Ascuntar &
Toro, 2007). lgualmente, en estos casos pueden darse pro-
cesos de transformacion como: volatilizacion del ion amonio
(NH,), mineralizacién (amonificacion), reduccion de nitratos
a amonio (nitrato-amonificacion), oxidacion anaerobia del
amonio (Anammox), adsorcion, desorcion y lixiviacion (Vy-
mazal, 2007). De otro lado, en algunos casos, la variacion en
la saturacion de los sistemas pudo ocasionar la oscilacién en
la eliminacion de fosfatos, al afectar los procesos de adsor-
cién y desorcién de este contaminante en el medio (Gomez
& Segura, 2008).

Los resultados reportados del nitrégeno foliar en ambas es-
pecies (Heliconia y Phragmities) muestran que hay mayor
acumulacién en hojas cuando las especies trataron menores
cargas organicas. Asi mismo, se encontrd la existencia de
una diferencia en eficiencia fotosintética en estas especies,
la cual puede estar asociada a otros factores como el tipo de
metabolismo de las especies, pues las plantas C4, como P.
australis, usan mds eficientemente el nitrégeno, el CO,, la
radiacién solar y el agua, que las plantas tipo C3, como H.
psittacorum.

Adicionalmente, el uso de plantas contribuye a la minimiza-
cién de zonas muestras en los HCS y sirve de soporte para
evitar compactacion del medio, mejorandose asi la compor-
tamiento hidrodindmico de estos sistemas (Gémez & Segu-
ra, 2008). Por el contrario, cuando no se tienen las plantas
el grado de mezcla se ve favorecido por el crecimiento de
biopeliculas, puede aparecer la compactacion del lecho,

entre otros factores que ocasionan progresivamente un ta-
ponamiento del sistema y una disminucion en su eficiencia
hidrdulica (Gémez & Segura, 2008).

En el caso de los metales pesados, Cortes et al., (2013) y Ma-
dera et al., (2013) reportaron que la Heliconia ha mostrado
resultados muy alentadores, donde ubican esta especie como
una planta acumuladora de metales, con gran desempefio en
la eliminacién de metales pesados (Cd, Pb, Hg y Cr (VI)), de
la matriz liquida contaminada con multiples metales, donde
se lograron reportar porcentajes de eliminacién superior al
90% de los citados metales, indicando que no se presenta-
ron procesos de antagonismo o inhibicién en la especie por
la toma de un metal y la planta no mostré signo alguno de
dafio como hojas amarillas o clorosis. Los estudios con esta
especie estuvieron alrededor de un 5 al 10% con mas capaci-
dad de eliminacién de los citados metales que un sistema sin
plantas. Asi mismo, esta especie en el caso de metales como
Hg (IT) y Cr (VI), logro traslocar una cantidad importante de
estos metales desde la raiz a los tejidos aéreos (tallo, hoja),
caracteristica importante en el proceso de fitoremediacion,
por lo cual se puede calificar esta especie como acumuladora
de metales pesados y de alto potencial para emplear en siste-
mas de humedales construidos.

4.2 Respuestas fisiologicas y de crecimiento

En cuanto a las respuestas fisiologicas de H. psittacorum,
resultados previos han demostrado mayores tasas de cre-
cimiento y de actividad fotosintética de esta especie en el
primer tercio del largo del humedal en el sentido del flujo,
en comparacién con el resto de este, debido posiblemente
a que la mayor parte de la materia organica y los nutrien-
tes eran consumidos en esta longitud (Lara, 1999). Por otra
parte, Phragmites sp. acorde con los reportes mostrados en
la Tabla 5, present6 un crecimiento uniforme en la totalidad
del area del humedal.

La emision de fluorescencia de la clorofila en plantas es una
prueba sensitiva de la eficiencia fotosintética de la planta y
permite reflejar a largo plazo perturbaciones en el aparato
fotosintético (Pérez et al., 2007; Hsu, 2007). Las plantas
perturbadas usan menos energia radiante para la fotosinte-
sis, disipando el exceso de luz para evitar fotoinhibicién o
foto oxidacidn, mediante reacciones de des-excitacion como
pérdida de calor y fluorescencia de la clorofila, los cuales
han sido exitosamente usados como métodos no invasivos
(Baker & Rosenqvist, 2004). Por tanto, las tasas fotosintéti-
cas de la vegetacién en un humedal pueden ser consideradas
un indicador fisioldgico del metabolismo de la planta y de su
participacion en la transformacion de los diferentes nutrien-
tes en el sistema; igualmente, permite evaluar la produccién
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de biomasa vegetal que participa en la eliminacién de nu-
trientes del humedal. la Heliconia pssitacorum, los reportes
indican que esta especie no altero su tasa fotosintética, indi-
cando una alta capacidad de aclimatacién a las condiciones
extremas en la que fue sometida en los diferentes estudios.

Otra variable fisiol6gica utilizada para evaluar el efecto de la
carga contaminante en el desempefio de la planta es el poten-
cial hidrico, el cual aporta informacién sobre umbral de to-
lerancia del estado hidrico al interior de las plantas (Shanker
etal., 2005, Lorenzen et al., 2001; Steinbachova—Vojtiskova
et al., 2006; Pérez et al., 2007, Zhang et al., 2008, Martinez,
2008). Gutierrez, (2009b), reporté que H. psittacorum pre-
sentd el mayor potencial (valores mds bajos), cuando estuvo
sometida a caudales pequefios y menor carga de nutrientes,
con valores mejores a los encontrados para la especie P.
australis.

Martinez (2008), evalué diferentes pardmetros para estable-
cer la respuesta fisioldgica de Heliconia psittacorum y re-
gistré condiciones 6ptimas en ambientes con flujo de aguas
residuales. La carga organica y el flujo de agua residual in-
fluenci6 el comportamiento de la planta (Tabla 5). Estos re-
sultados sugieren realizar otras investigaciones para definir
la eficiencia de la especie en la eliminacién de nitrégeno.

Asi mismo, se realizaron estudios evaluando la respuesta
de crecimiento de diversas especies vegetales a diferentes
cargas de lixiviados para su uso potencial en la eliminacién
de cargas del contaminantes de este residuo liquido, Helico-
nia sp., Beloperone guttata, Cyperus sp., Petiveria alliacea,
Gynerium sagittatum, Vetiveria zizanioides, Colocasia es-
culenta, Tradescantia sp., Ammana coccinea, Echinochloa
colona y Cynodon dactylon, fueron estudiadas. Los resulta-
dos mostraron que la velocidad de crecimiento en los trata-

Tabla 5. Respuestas fisiol6gicas de Heliconia psittacorum.

mientos con lixiviados no fue significativamente diferente
con respecto al control (sin lixivado) para la mayoria de las
especies (Tabla 6). Todas las especies vegetales presentaron
crecimiento positivo a las cargas a las que fueron sometidas.
Las especies con mayor adaptabilidad fueron Colocasia es-
culenta, Echinochloa colona y Tradescantia sp.; con adap-
tabilidad alta fueron Petiveria alliacea, Cynodon dactylon y
Beloperone guttata; con adaptabilidad media Ammana coc-
cinea, Heliconia sp. y Gynerium sagittatum; y con adaptabi-
lidad baja el Cyperussp (Torres y Vasquez, 2010).

Tabla 6.Comparacién de la velocidad de crecimiento en
once especies de plantas nativas en tallos y hojas.

. Crecimiento | Crecimiento
Especies vegetales en Tallo en Hojas
Heliconia sp. VR>VC VR>VC
Petiveria alliacea (Anamu) VR>VC VR>VC
Tradescantia sp. - VR>VC
Colocasia esculenta
(Oreja de burro) VR>VC VR>VC
Vetiveria zizanioides (Vetiveria) |- VR>VC
Gynerium sagittatum (Caiia brava) | VR<VC VR>VC
Cynodon dactylon (Pelo de indio) |- VR>VC
Ammana coccinea (Palo de agua) | VR>VC VR>VC
thl nochloa colona VRSVC VRSVC
(Liendre de puerco)

Beloperone guttata
(Camar6n Amarillo) VR>VC VR>VC
Cyperus sp. (Papiro Enano) VR<VC -

*VR: Velocidad en Réplicas *VC: Velocidad en Control

Finalmente, Arias y Brix (2003) destacan el desarrollo y la
investigacion de la tecnologia de humedales construidos en
Colombia, al reconocer varias experiencias colombianas do-

Diferencia
con plantas Rango Observaciones
control
Nitrégeno Foliar Si 2,6 a 5,6mg/g Incremento de la asimilacién en la entrada del humedal proporcio-
nal a incremento de la biomasa.
Potencial Hidrico Si -1,31 a -0,04Mpa Valores de potencial cercanos a cero a la entrada del humedal y mas
Entrada: -1,7 a 0,49 negativos a la salida, en relacion con los requerimientos hidricos
Salida: -2,11 a2 0,18 en la planta.
Eficiencia Fotosintética No (\)/’ZE) ?r?(filal 0.820.87 Respuesta fotosintética positiva a lo largo del humedal.
Biomasa Si Concentracmr.l de N1.tr0gen0 Alcanzé su crecimiento méaximo a la entrada del humedal.
Entrada>Medio>Salida
Pardmetros Fisicoquimicos - Nitrato>Nitrito>Amonio Los datos permiten establecer el comportamiento del humedal para
la eliminacién de nitrogeno.
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cumentados desde el afio 1998 con la opcién de estar disponi-
bles en todo el mundo. Un aspecto adicional a resaltar es el po-
tencial uso de esta tecnologia sembradas con especies nativas
de Colombia para el mejoramiento de la calidad de agua del
rio Bogot4, tal como lo apuntan Rodriguez y Opsina (2005).

Conclusiones

Los estudios realizados con Heliconia psitttacorum para eva-
luar su potencial fitorremediador demuestran que esta planta
presenta caracteristicas de aclimatacién adecuadas a las con-
diciones en los humedales construidos para el tratamiento
de aguas residuales en el pais. Entre las caracteristicas mas
relevantes, es la capacidad de de eliminacién de DB 05, DQO
y SST, mayor a 60% en la mayoria de los estudios, su capa-
cidad para acumular metales pesados sin detrimento de sus
propiedades fisioldgicas y su rapido crecimiento y desarro-
llo. Por otro lado, esta planta genera una ganancia estética
por la belleza de su inflorescencia, lo cual a su vez, puede
generar beneficios econémicos al comercializarse.

Teniendo en cuenta la necesidad que existe en realizar pro-
gramas y proyectos efectivos para el control de la contami-
nacién en Colombia generada por la descarga aguas residua-
les crudas en cuerpos hidricos, el uso de la eco-tecnologia
humedal construido sembrado con Heliconia psittacorum,
muestra que es una alternativa costo-efectiva ideal para este
propdésito.

Es necesario ampliar la evaluacién del desempefio de espe-
cies nativas en diversas matrices como agua, aire y suelo y su
respuesta frente a la capacidad de tolerancia de las mismas
para el manejo del estrés del contaminante. Esta informacion
beneficiara el desarrollo de nuevas tecnologias para resolver
los problemas del tratamiento de aguas residuales mediante
la fitoremediacion.

Agradecimientos

Los autores desean expresar sus agradecimientos a Maria
Isabel Arce por su valioso apoyo en la edicién final del ma-
nuscrito. A UNIVALLE, ACUAVALLE S.A. E.S.P., BU-
GASEO S.A E.S.P, por su colaboracién en el trabajo de
campo de muchas de las tesis de pregrado y postgrado de la
Universidad del Valle, realizadas en la estacién experimental
de Ginebra.

Bibliografia

Arias, C. A. and Brix, H. (2003). Humedales artificiales para el tratamiento
de aguas residuales. Revista Ciencia e Ingenieria Neogranadina,
No 13, pp. 17-24. Red de Revistas de América Latina y el Caribe,
Espaiia y Portugal.

Arango, A.M. 2007. Biosistema integral de tratamiento de aguas residuales
domésticas. Diseflo, construccion y evaluacion. Tesis de maestria,
Desarrollo Sostenible y Medio Ambiente. Universidad de Manizales.
Manizales — Colombia.

Ascuntar R.,D., Toro V., A. F. 2007. Estudio del comportamiento hidrod-
indmico de humedales de flujo subsuperficial para el tratamiento de
aguas residuales domésticas. Trabajo de Grado, Ingenierfa Sanitaria.
Universidad del Valle. Cali — Colombia.

Baker, N. R., Rosenqgvist, E. 2004. Applications of chlorophyll fluores-
cence can improve crop production strategies: an examination of
future possibilities. Journal of experimental botany, 55:1607-1621.

Barceld, J., Poschenrieder, C. 2003. Phytoremediation: principles and per-
spectives. Contributions to science, 2(3):333-334.

Belmont, M. A., Metcalfe, C. D. 2003. Feasibility of using ornamental
plants (Zantedeschia aethiopica) in subsurface flow treatment wet-
lands to remove nitrogen, chemical oxygen demand and nonylphenol
ethoxylate surfactants — a laboratory-scale study. Ecologycal engi-
neering, 21:233-247.

Berry, F. H., Kress, W. Jhon. 1991. Heliconia, An identification Guide.
Estados Unidos, Smithsonian Institution Press. 334p.

Betancur, J., Kress, W. J. 1995. Biodiversity and conservation of neotrop-
ical montane forests. Proc. Symposium, New York Botanical Garden.
p. 513-523.

Bragato, C., Brix, H., Malagoli, M. 2006. Accumulation of nutrients and
heavy metals in Phragmites australis (Cav.) Trin. Ex Steudel and
Bolboschoenus maritimus (L.) Palla in a constructed wetland of the
Venice lagoon watershed. Environmental Pollution, 144:967-975.

Bragato, C., Schiavon, M ., Polese, R., Ertani, A., Pittarello, M., Malago-
li, M. 2009. Seasonal variations of Cu, Zn, Ni and Cr concentration in
Phragmites australis (Cav.) Trin ex steudel in a constructed wetland
of North Italy. Desalination, 246:35-44.

Brisson J, F. Chazarenc, 2009. Maximizing pollutant removal in construc-
ted wetlands: Should we pay more attention to macrophyte specie
selection? Journal Science of Total Environment, 407, 3923-3930.

Brix, H. 1993. Wastewater treatment in constructed wetland: system des-
ing, removal processes, and treatment performance. En: Moschiri,
G.A. (Ed.), Constructed wetlands for water quality improvement.
Lewis publishers, Boca raton, Fl. Pp. 9-2.

Brooks, R. R. 1998. Plants that hyperaccumulate heavy metals. CAB Inter-
national. Reino Unido. 380 pp.

Chazarenc F., Merlin G. 2004. Influence of raw wastewater with sequen-
tial load on vertical subsurface flow constructed wetlands behaviour.
En: 9th IWA International Specialised Conference on Wetland Sys-
tems for Water Pollution Control. Avignon, France.

Cheng, S, Grosse, W., Karrenbrock, F., Thoennssen, M. 2002. Efficien-
cy of constructed wetlands in decontamination of water polluted by
heavy metals. Ecological engineering, 18(3):317-325.

Corporacion Auténoma Regional del Valle del Cauca (CVC). 2007.
Heliconias: compendio de experiencias investigativas sobre flores y
follajes tropicales del Valle del Cauca — Colombia. 148p.

Cooper, P. 2004. The performance of vertical flow constructed wetland
systems with special reference to the significance of oxygen transfer
and hydraulic loading rates. En: 9th IWA International Specialised
Conference on Wetland Systems for Water Pollution Control. Avig-
non, France.

Cortes-Sandoval A, Madera-ParraC.A, Pefia-Varon M .R, Pefia S E.J,
Lens J.P.N. 2013. Eliminacién de DQO, Nitrégeno (TKN, NH,,
NO,) y Cr (VI) en humedales construidos con policultivos tratando
lixiviados de rellenos sanitarios a escala piloto .Seminario I nternacio-
nal GRAL, 2013, Sao Pablo, Brasil.



480

REV. ACAD. COLOMB. CIENC.: VOLUMEN XXXVII, NUMERO 145 - DICIEMBRE 2013

Edelstein, M., Plaut, Z., Dudai, M., Ben-Hur, M. 2009. Vetiver (Vetive-
ria zizanioides) responses to fertilization and salinity under irrigation
conditions. Journal of environmental management, 91:215-221.

Giri, A.K., Patel, R. K. 2011. Toxicity and bioaccumulation potential of Cr
(VI) and Hg (I) on differential concentration by Eichornia crassipes
in hydroponic culture. Water science & technology, 63(5):899-907.

Gomez C, D. X., Segura S., J. 2008. Estudio de humedales de flujo subsu-
perficial para el tratamiento de aguas residuales domésticas: aplica-
cién de modelos hidrodindmicos y macrocinéticos. Trabajo de Grado,
Ingenieria Quimica. Universidad del Valle. Cali — Colombia.

Gutiérrez M., H. 2009 a. Estimacién del balance de nitrégeno en un hume-
dal construido subsuperficial (microcosmos) plantado con Heliconia
psittacorum para el tratamiento de aguas residuales domésticas. Tesis
de maestria, Ingenierfa Sanitaria y Ambiental. Universidad del Valle.
Cali — Colombia.

Gutiérrez L., C. F. 2009 b. Respuesta fisiolégica de macrdfitas emergen-
tes y su relacion con la eficiencia en el tratamiento de agua residual
doméstica en humedales construidos. Tesis de maestria, Ingenieria
Sanitaria y Ambiental. Universidad del Valle. Cali — Colombia.

Greenway, M. Woolley, A. 2001. Changes in plant biomass and nutrient
removal over 3 years in a constructed free water surface flow wetland
in Cairns Australia. Water Science and Technology, 44(11-12):303-
310.

Haberl, R., Grego, S., Langergraber, G., Kadlec, R., Cicalini, A., Dias
S., Novais, J., Aubert, S, Gerth, A., Thomas, H., Hebner A. 1998.
Constructed wetlands for the treatment of organic compounds. Jour-
nal of Soils & Sediments., 3(2):109-124.

Hsu, B. D. 2007. On the possibility of using a chlorophyll fluorescence
parameter as an indirect indicator for the growth of Phalaenopsis see-
dings. Plant Science, 172(3):604-608.

Kadlec, R. H., Knight, R. L. 1996. Treatment wetlands. CRC Press, Lewis
Publishers, Boca Raton, F1. 893 pp.

Kadlec, R. H., Knight, R. L., Vymazal, J., Brix, H., Cooper, P., Haberl,
R. 2000. Constructed wetlands for pollution control — processes, per-
formance, design and operation; IWA Scientific and Technical Re-
porto No.8, IWA, London.

Kantawanichkul, S, Kladprasert, S, Brix, H. 2009. Treatment of high-
strength wastewater in tropical vertical flow constructed wetlands
planted with Typha angustifolia and Cyperus involucratus. Ecologi-
cal engineering, 35:238-247.

Karathanasis, A., Potter, C. L., Coyne, M. S. 2003. Vegetation effects
on fecal bacteria, BOD, and suspended solid removal in constructed
wetlands treatin domestic wastewater. Agronomy department. Uni-
versity of Kentucky, USA. En: Ecological engineering, 20:157-169.

Kivaisi, A.K. 2001. The potential for constructed wetlands for wastewater
treatment and reuse in developing countries: a review. Ecological En-
gineering 16:545-560

Konnerup, D., Koottatep, T., Brix, H. 2009. Treatment of domestic was-
tewater in tropical, subsurface flow constructed wetlands planted
with Canna and Heliconia. Ecological engineering, 35:248-257.

Kura, B., LaMotta, E., Tittlebaum, M., Alawady M. 1997. Macroscopic
BOD Kinetic Model for Microbial Rock Plant Filter Design. Advan-
ces in Environmental Research, 1:36- 43.

Lara, C. M. 1999. Depuracion de aguas residuales municipales con hume-
dales artificiales. Instituto cataldn de tecnologia, Tesis de Maestria,
Ingenieria y Gestion Ambiental, Universidad Politécnica de Catalu-
fia, Barcelona, Espana.

Li, T., Yang, X., Lingli, L., Ejazul, |., He, Z. 2009. Effects of zinc and
cadmium interactions on root morphology and metal translocation in

a hyperaccumulating species under hydroponic conditions. Journal of
hazardous materials, 169:734-741.

Lorenzen, B., Brix, H., Mendelssohn, I. A., McKee, K. L., Miao, S. L.
2001. Growth, biomass allocation and nutrient use efficiency in Cla-
dium jamaicense and Typha domingensis as affected by phosphorus
and oxygen availability. Aquatic botany, 70:117-133.

Madera-ParraC.A, Pefia-Varon M.R, Pefia S E.J, Lens J.P.N. 2013.
Phytoremediation of landfill leachate with Colocasia esculen-
ta, Gynerum sagittatum and Heliconia psittacorum in construc-
ted wetlands. International journal of Phytoremediation. DOI:
10.1080/15226514.2013.828014

Madigan, M. T., Martinko, J. M., Parker, J. 2004. Brock. Biologia de
los microorganismos. 102 edicién. Pearson education, S.A. Madrid-
Espana.

Martinez, J. R. 2008. Evaluacién de la capacidad de remoci6n de nitrége-
no y sus relaciones fisiolégicas en Heliconia psittacorum (Heliconia-
ceae) expuesta a una carga organica de agua residual en un humedal
artificial sub-superficial para el tratamiento de aguas residuales en el
Municipio de Ginebra-Valle. Trabajo de grado, Biologfa. Universi-
dad del Valle. Cali — Colombia.

Maza, V. 2006. Cultivo, cosecha y poscosecha de Heliconias y flores tro-
picales. Jardin Botdnico “Joaquin Antonio Uribe” 1%di. Medellin,
Colombia. 220pp.

Mbuligwe, S. E. 2004. Comparative effectiveness of engineered wetland
systems in the treatment of anaerobically pre-treated domestic was-
tewater. Ecological engineering, 23:269-284.

Meuleman, A. F. M., Logtestijn, R., Rijs, G. B. J., Verhoeven, J. T. A.
2003. Water and mass budgets of a vertical-flow constructed wetland
used for wastewater treatment. Ecological engineering, 20:31-44.

Mirza, N., Pervez, A., Mahmood, Q., Shah, M. M., Shafgat, M. N. 2011.
Ecological restoration of arsenic contaminated soil by Arundo donax
L. Ecological engineering, 37:1949-1956.

Montoya, J. |., Ceballos, L., Casas, J. C. and Morat6, J. (2010). Estu-
dio comparativo de la remocién de materia orgdnica en humedales
construidos de flujo horizontal subsuperficial usando tres especies de
macréfitas. In: Revista EIA, No 14, pp. 75-84. Escuela de Ingenieria
de Antioquia, Medellin (Colombia).

Ospina-Alvarez, N., Pefia-Salamanca, E. J., Benitez, R. 2006. Efecto de
la salinidad en la capacidad de bioacumulacién de plomo en el alga
verde Rhizocloniumriparium (Roth) Harvey (Chlorophyceae, Clado-
phorales). Actual biol, 28(84):17-25.

Panich-Pat, T., Upatham, S., Pokethitiyook, P., Kruatrachue, M., Lan-
za, G. R. 2010. Phytoextraction of metal contaminants by Typha an-
gustifolia: interaction of lead and cadmium in soil-water microcosms.
Journal of environmental protection, 1:431-437.

Pefia-Salamanca, E.J., Ospina-Alvarez, N., and Benitez, R. 2004. Estu-
dio de la contaminacién por plomo, cobre y mercurio en la bahia de
Buenaventura (Pacifico Colombiano) para la identificacién de algas
bénticas como organismos indicadores. Pub. CYTED, 10, 167-176.

Pefia-Salamanca, E. J. 2005. Las plantas que limpian. Uso de la biodiversi-
dad de la flora local para aplicaciones en biorremediacion. Revista de
la Asociacion Colombiana de Ciencias Bioldgicas, 17:43-44.

Pefia-Salamanca, E., M. L. Palacios, N. Ospina-Alvarez. 2005. Algas
como indicadores de contaminacién. Universidad del Valle, Cali. pp.
75-146.

Pefia-Salamanca, E. J., Sandoval, H., Zufiiga, O., Torres, M. 2009. Esti-
mates of carbon reservoirs in high-altitude wetlands in the Colombi-
an Andes. Journal of agriculture and rural development in the tropics
and subtropics, 110(2):103-114.

Pefia-Salamanca, E. J., Rengifo-Gallego, A. L., Benitez-Campo, N.
2011. Detoxification mechanisms of heavy metals by algal-bacteria



PENA-SALAMANCA E. J., C. A. MADERA-PARRA, J.M. SANCHEZ, J. MEDINA-VASQUEZ - BIOPROSPECCION DE PLANTAS NATIVAS PARA SU USO EN PROCESOS DE BIORREMEDIACION 481

consortia. Cap. 28, p. 441-452. En: Se-Kwon Kim (Ed.), Handbook
of marine macroalgae: biotechnology and applied phycology. Wi-
ley-Blackwell. 592p.

PérezA.,J. M., Pefia S, E. J., TorresG., C. 2007. Efecto del nitrégeno y
la irradianza en la eficiencia fotosintética del anamu Petiveria allicea
(Phytolaccaceae). Revista de la academia colombiana de ciencias ex-
actas, fisicas y naturales, 31(118):49-55.

Pilon — Smits, E. 2005. Phytoremediation. Annual review of plant biology,
56:15-39.

Prassad, M. N. V. 2004. Fitorremediacién. Aplicaciones, ventajas e incon-
venientes. En: Reigosa, M. J., Pedrol, N. & Séanchez, A (Ed.), La
Ecofisiologia Vegetal. Thomson Editores. Espafia. 1197p.

Quipuzco, E. 2002. Evaluacién del comportamiento de dos pantanos artifi-
cialesinstalados en serie con Phragmites australis para el tratamiento
de aguas residuales domésticas. Revista del instituto de investigacién
de la facultad de ingenieria geoldgica, minera, metaldrgica y geogra-
fica de la UNMSM, 5:52-57.

Raskin, P., Gleick, P. H., Kirshen, P., Pontius, R. G. Jr, Strzepek, K.
1997. Comprehensive assessment of the freshwater resources of the
world. Stockholm Environmental Institute, Sweden. Document pre-
pared for UN Commission for Sustainable Development 5™ Session
1997 — Water stress categories. p. 27-29.

Reed, S. C., Crites, R. W., Middlebrooks, E. J. 1995. Natural systems for
waste management and treatment. 2da Edicion. McGraw Hill, New
York, USA.

Rodriguez, T. and Ospina, I. M. (2005). Constructed wetland of vertical
flow to improve Bogotd river water quality.In:Ciencia e Ingenieria
Neogranadina,No 15, pp. 74-84. Facultad de Ingenieria. Universidad
Militar Nueva Granada, Bogota D.C Colombia.

Rotkittikhun, P., Chaiyarat, R., Kruatrachue, M., Pokethitiyook, P.,
Baker, A. J. M. 2007. Growth and lead accumulation by the grasses
Vetiveria zizanioides and Thysanolaena maxima in lead-contaminat-
ed soil amended with pig manure and fertilizer: a glasshouse study.
Chemosphere, 66:45-53.

Rout, G. R., Samantaray, S., Das, P. 2002. Effects of chromium and nick-
el on germination and growth in tolerant and nontolerant populations
of Echinochloa colona (L.) Link, Chemosphere, 40:855-859.

Sénchez, J. M. 2011. Disefio y puesta en marcha de una organizacion in-
tensiva en conocimiento para el impacto del desarrollo humano, so-
cial y ambiental del nor-oriente del valle: caso parque nacional de las
Heliconias. Tesis de Maestria, Salud Pudblica. Universidad del Valle.
Cali — Colombia.

Sandoval, J. J. 2009. Evaluacién del desempeifio de humedales subsuperfi-
ciales para el tratamiento de aguas residuales domésticas: aplicacion
de algunos modelos existentes. Tesis de Maestria, Ingenieria Sanita-
ria y Ambiental. Universidad del Valle. Cali — Colombia.

Shanker, A. K., Cervantes, C., Loza-TAvera, H., Avudainayagam,
S. 2005. Chromium toxicity in plants. Environment international,
31:739-753.

Skinner, K., Wright, N., Porter-Goff, E. 2007. Mercury uptake and accu-
mulation by four species of aquatic plants. Environmental pollution,
145(1):234-237.

Steinbachova-Vojtiskova, L., Tylova, E., Soukup, A., Novicka, H., Vo-
trubova, O., Lipavska, H., Cizkova, H. 2006. Influence of nutrient
supply on growth, carbohydrate, and nitrogen metabolic relations in
Typha angustifolia. Environmental and experimental botany, 57:246-
257.

Stottmeister, U., Wiebner, A., Kuschk, P., Kappelmeyer, U., Kastner,
M., Bederski, O., Miller, R., Moormann, H. 2003. Effects of
plants and microorganisms in constructed wetlands for wastewater
treatment. Biotechnology advances, 22:93-117.

Tanner, C. C. 2001. Plants as ecosystems engineers in sub-surface flow
treatment wetlands. Water Science and Technology, 44(11-12):9-17.

Tanner, C. C., Clayton, J. S., Upsdell, M. P. 1995. Effect of loading rate
and planting on treatment of dairy farm wastewaters in constructed
wetlands II. Removal of nitrogen and phosphorus. Water research,
29:27-34.

TorresZ., S. 1., Vasguez V., R. A. 2010. Estudio de la potencialidad de
crecimiento de once especies vegetales nativas tropicales regadas con
lixiviados de rellenos sanitarios. Trabajo de grado, Ingenieria Sanita-
ria. Universidad del Valle. Cali — Colombia.

Vymazal, J. 2008. Removal of nutrients in various types of constructed
wetlands. Science of the total environment. 380:48-65.

Wel, S., Zhou, Q., Srivastava, M., Xiao, H., Yang, C., Zhang, Q. 2009.
Kalimerisintegrifolia Turcz, ex DC.: An accumulator of Cd. Journal
of hazardous materials, 162:1571:1573.

Wel Zhi, Guodong Ji, 2012. Constructed wetlands, 1991-2011: A review
of research development, current trends, and future directions. Jour-
nal Science of Total Environment, 441, 19-27.

Xiao, W., Bao-ping, H., Ying-zheng, S., Zong-giang, P. 2009. Advan-
ced wastewater treatment by integrated vertical flow constructed
wetland with Vetiveria zizanioides in north China. DOI: 10.1016/j.
proeps.2009.09.194. Procedia Earth and Planetary Science, 1:1258-
1262.

Yang, L., Chang, H. T., Lo Huang, M. T. 2001. Nutrient removal in gra-
vel — and soil — based wetland microcosms with and without vegeta-
tion. Ecological engineering, 18:91-105.

Zhang, Z., Rengel, Z., Meney, K. 2008. Interactive effects of N and P
on growth but not on resource allocation of Canna indica in wetland
microcosms. Aquatic Botany, 89(3):317-323.

Zhi-xin, N, Li-na, S., Tie-heng, S., Yu-shuang, L., Hong, W. 2007. Eva-
luation of phytoextracting cadmium and lead by sunflower, ricinus,
alfalfa and mustard in hydroponic culture. Journal of environmental
sciences, 19:961-967.

Recibido: 21 de marzo de 2013
Aceptado:14 de noviembre de 2013



CIENCIASNATURALES

CARACTERIZACION MORFOL OGICA DE LASASCOSPORASDE
MICROLIQUENES CORTICICOLASDEL CARIBE COLOMBIANO

MORPHOLOGICAL CHARACTERIZATION
OF CORTICOLOUS LICHEN ASCOSPORES IN THE COLOMBIAN
CARIBBEAN

Angélica Rincén-Espitia*

RESUMEN

Rincon-Espitia A.: Caracterizacién morfolégica de las ascosporas de microliquenes corticicolas del caribe co-
lombiano. Rev. Acad. Colomb. Cienc. 37 (145): 483-498, 2013. ISSN 0370-3908.

Se describen las ascosporas 92 especies de liquenes corticicolas, agrupadas en 38 géneros y 18 familas, distri-
buidas en la regién Caribe de Colombia. Las ascosporas estudiadas presentaron una afinidad por la morfologia
elipsoide y fusiforme, con septos transversales junto con paredes gruesas; el tamafio comun fue entre siete a 25
um y la coloracién estuvo ausente en la mayoria de las mismas.

Palabras clave: ascosporas, Liquenes corticicolas, Caribe colombiano.
ABTRACT

92 ascospores are described corticolous lichen species, grouped in 38 genera and 18 familism, distributed in
the Caribbean region of Colombia. Ascospores studied had an affinity for the ellipsoid and spindle-shaped
morphology with transverse septa with thick walls, the common size was between seven to 25 um and staining
was absent in most of them.

Key words: ascospores, corticolous lichen, colombian Caribbean.

I ntroduccion 2007). Entre los ascomas mas comunes en los microliquenes
se encuentran los apotecios, las lirelas (apotecios alargados)

En el estudio de los microliquenes es esencial el analisis y los peritecios, los cuales varian de acuerdo a su morfologfa

microscépico del ascoma junto con muchas de sus estruc- y anatomia (Figura 1).

turas, la asca, las ascosporas y el himenio, al igual que las

posibles coloraciones y/o tinciones en algunas de estas par- La estructura de las ascas, rganos que originan las ascospo-

tes (Barreno-Pérez-Ortega 2003; Sipman 2005; Céaceres ras, presentan una marcada importancia en la identificacion.

* Universidad Nacional de Colombia. Facultad de Ciencias. Magister en Ciencias-Biologia. E-mail: ajrincone @unal.edu.co; angelica.rincon@yahoo.es
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Figuras 1. Corte transversal de ascomas. A. Apotecio lecanorino en Leptogium sp. B. Apotecio biatorino en Coenogonium linkii. C. Apo-

tecio lecideino en Malmidea psychotroides. D. Lirela de Graphis macella. E. Lirela de Phaeographis scalpturata. F. Peritecio de Porina

nucula e. Excipulo (carbonizado en M. psychotroidesy G. macella). h. Himenio (insperso en P. scalpturata). o. ostiolo. Tomadas de A.
Rincén-Espitia: COL 796/ COL 1029/ COL 383/ COL 926/ COL 851/ COL 742, respectivamente.
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Figura 2. Caracteristicas generales de las ascas. A. Asca globosa de Arthonia. B. Asca elipsoidal de Lopezaria.
C. Asca cilidrica bitunicada de Strigula. D. Asca con aparato apical de Graphis.

Entre los caracteres mas relevantes se encuentran la forma,
las paredes (tinicas) y los mecanismos de apertura (apara-
to apical) (Figura 2). Las ascosporas, al igual que las ascas,
constituyen un caricter diagnostico en la determinacién a
nivel de género y especie, ademas son mas faciles de visua-
lizar al microscopio que las ascas. Estas presentan una gran
variacion de caracteres, como la forma (desde aciculares a
elipsoides), la cantidad de células (simples a pluricelulares),
la coloracién (hialinas a marrones o verde parduzcas), las
paredes (ornamentadas hasta rodeadas por halos), la cantidad
de septos (uniseptada a pluriseptada o murifome) (Brodo et
al. 2001; Barreno & Pérez-Ortega 2003; Nash 111 2008).
Esta variedad de caracteristicas en las ascosporas de micro-
liquenes corticicolas, probablemente se deba asociar a las
diferentes estrategias de dispersién, en las que se incluyen
factores como el viento, el agua y/o los animales (Sipman &
Harris 1989; Nash |11 2008).

Esta contribucién presenta las descripciones de las ascos-
poras de 92 especies correspondientes a 38 géneros y 18
familias de microliquenes corticicolas. Las especies aqui
descritas son el resultado del inventario y descripcién de los
liquenes corticicolas presentes en cinco dreas de la regién
Caribe de Colombia (Rincon-Espitia 2011).

Area deestudio

La zona Norte de Colombia comprende la regién Caribe,
cuenta con una extensién aproximada de 142.000 km?, que

corresponde al 11,6% de la superficie total del territorio na-
ciona (Rangel-Ch. et al. 1997; Rangel-Ch. & Carvajal-
Cogollo 2009). Las édreas de muestreo se concentraron en
cuatro departamentos:

1. Departamento del Atlantico, municipio de Juan de Acos-
ta, Localidad La Batatilla. Bosque seco tropical. Altura
promedio de 120 a 141 m. Coordenadas 10° 46° 39,6” N
y 75°02° 40,4” W.

2. Departamento del Cesar, municipio de Rio de Oro, Vere-
das: Garaguya, El Gitano y Santa Maria. Bosque himedo
(Serrania del Perija). Altura promedio de 1500-1546 m.
Coordenadas 08° 15.9° 0.9” Ny 73°25.0° 12” W.

3. Departamento de Cérdoba, municipio Los Cérdobas, ve-
reda Santa Rosa de la cafia. Bosque de semihtimedo. Al-
tura promedio de 90 a 100 m. Coordenadas 08° 47° 42.5”
Ny 76°19 24.6” W.

4. Departamento de Cérdoba, municipio de Tierralta, vere-
da Tuis Tuis. Bosque himedo- pluvial. Altura promedio
de 160 a 190 m. Coordenadas 08° 02° 20.1” Ny 76° 05’
40.3"W.

5. Departamento La Guajira, municipio Urumita, vereda
Tierra Nueva. Bosque himedo. Serrania del Perija. Al-
tura promedio de 1800- 1870 m. y coordenadas 10° 27’
25.1” N, 72° 577 20.7” W.
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Materialesy métodos

Fase de campo

El material liquénico fue colectado en cinco salidas de campo,
llevadas a cabo entre agosto de 2009 y septiembre de 2010.

Fase delaboratorio

El material colectado se determiné en el Herbario Nacio-
nal Colombiano (COL) y en el Herbario Emilio-Mahecha-
seccién criptégamas, de la Universidad Distrital Francisco
José de Caldas (UDBC). Se realizaron observaciones macros-
cOpicas y microscopicas, mediante el uso de un estereosco-
pio (Cambridges Instruments) y un microscopio (Olympus
BX40), se describieron los caracteres morfolégicos y anaté-
micos, estos tltimos generalmente de ascomas (apotecios, pe-
ritecios o lirelas), cuando estaban presentes. La identificacion
se llevo a cabo mediante el uso de literatura disponible, claves
y descripciones. Simultdneamente, se llevé a cabo un registro
fotografico de los ejemplares estudiados junto con algunos ca-
racteres anatomicos, especificamente de las ascosporas.

La descripcién de las ascosporas de liquenes, es mucho mas
sencilla que las desarrolladas en el campo de la palinologia
tanto para pteridéfitos como para angiospermas. Al efectuar
la descripcion morfolégica de las ascosporas, se tuvieron en
cuenta caracteres como el tamaiio, el tipo de septacion, la co-
loracion, la forma y la amiloidea (reaccién positiva azul, con
Lugol) ya que son los caracteres fundamentales utilizados en
las claves taxondmicas. Se midieron por lo menos 10 espo-
ras, se determinaron los promedios y las desviaciones estan-
dar. Todas las medidas expresan en primer lugar la longitud
y posteriormente el ancho y fueron tomadas en micrones ().

Resultados

Se describen a continuacion las caracteristicas principales
de las ascosporas (coloracion, forma, septacidn, cantidad de
septos, tamafio y amiloidea) de 92 microliquenes del Cari-
be colombiano (Tabla 1). El material estudiado se encuentra
depositado en el Herbario Nacional Colombiano COL bajo
la numeracién de Rincon-Espitia.

Especie Coloracion Forma Septacién Se':';os Tamafio Amiloidea | Fig.
Arthonia aff. bessalis Nyl. Marrén Elipsoidal Muriforme - 33.3 (+7.8) x 14.0 (x1.5)  |Ausente 3
Arthonia complanata Fée Hialina Macrocefalica | Transversal 3a5 [20.3(+2.0)x 7.8 (+0.8) Ausente 3
Arthonia cinnabarina (DC.) Wallr | Hialina Macrocefélica | Transversal 4a5 |27.7(%1.5)x9.8 (£2.0) Ausente 3
Helminthocarpon leprevostii Fée Hialina Elipsoidal Muriforme - 98.8 (+£8.6) x 33.8 (+4.8) | Ausente 3
g;%igtzez;?;i?;antha (Spreng.) Hialina Elipsoidal Muriforme - 82.3 (+14.6) x 27.5 (+4.2) |Ausente 3
Coenogonium linkii Ehrenb Hialina Elipsoidal Transversal 1 7.5 (£1.6) x 2.5 (+0.5) Ausente 3
gl‘; iz:olgggli?nmg ga&ci;eonae Rivas- Hialina Fusiforme Transversal 1 9.3 (x0.8) x 2.3 (£0.5) Ausente 3
Dyplolabia afzelii (Ach.) A. Massal. |Hialina Elipsoidal Transversal 3 17.5 (¥2.2) x 7.3 (¥3.3) Ausente 3
Fissurina deficiens Hialina Elipsoidal Transversal 3 22.0 (£2.9) x 8.8 (x1.4) Presente 3
Fissurina hyalinella Mull. Arg. Hialina Elipsoidal Transversal 3 14.2 (+1.3) x 5.0 (+0.0) Ausente 3
Fissurina incrustans Fée Hialina Ovalada Muriforme - 19.7 (£5.7) x 7.8 (£2.8) Presente 3
E}scslzgigzp;?\lj::;tlzamatica Hialina Ovalada Transversal 3 18.3 (£2.0) x 9.2 (£1.8) Presente 3
Glyphis scyphylifera (Ach.) Staiger |Hialina Elipsoidal Muriforme - 20.2 (£3.1)x 11.3 (+1.0) | Ausente 4
Graphis acharii Fée Hialina Fusiforme Muriforme - 142.4 (£24.1) x 20.8 (2.7) | Presente 4
Graphis argentia Makhija & Patw | Hialina Fusiforme Transversal 5a7 |[17.8(+4.4)x5.8(+1.3) Presente 4
Graphis comma (Ach.) Spreng. Hialina Elipsoidal Muriforme - 24.3 (+4.6) x 9.3 (£0.8) Presente 4
ir%hfrgs;rr\triensis (A W. Archer) Hialina Fusiforme Muriforme - 74.2 (£12.3) x 19.6 (+3.3) |Presente 4
Graphis dendrogramma Nyl. Hialina Elipsoidal Transversal 6a8 [23.3(+4.1)x6.1(+1.2) Presente 4
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(Nyl.) R. C. Harris

Graphis dupaxana Vain. Hialina Elipsoidal Transversal 8al2 |37.0(+4.0)x 5.3 (+£0.5) Presente 4
Graphis furcata Fée Hialina Elipsoidal Transversal 6a9 [24.2(+2.6)x 5.0 (+0.0) Presente 4
Graphis illinata Eschw. Hialina Fusiforme Muriforme - 168.7 (£24.5) x 19.8 (£1.0) | Presente 4
Graphis macella Kremp. Hialina Fusiforme Muriforme - 208.3 (£9.8) x 34.3 (£3.7) |Presente 4
Graphis miniata Redinger Hialina Fusiforme Te”’." - 89.2 (+11.6) x 12.1 (+1.9) |Presente 4
Muriformes
Graphis pinicola Zahlb. Hialina Fusiforme Transversal 6a8 [26.0(+3.1)x 6.3 (+0.5) Presente
Graphis proserpens Vain. Hialina Fusiforme Transversal 7al10 |34.2(£7.9)x 5.8 (x1.3) Presente 5
Especie Coloracion Forma Septacion Selstos Tamafio Amiloidea | Fig.
2;252; rhizocola (Fee) Lucking & Hialina Fusiforme Transversal 15a18 [ 72.9 (+4.6) x 10.0 (+1.3)  |Presente 5
Hemithecium balbisii (Fée) Trevis. |Hialina Elipsoidal Submuriforme - 26.3 (£1.4) x 8.3 (x1.3) Presente 5
Phaeographis cf. decipiens Mull. Marrén Elipsoidal Transversal 7a9 |[33.7(*3.8)x9.7 (x1.5) Ausen_t_e 5
Arg. (1+ rojizo)
Phaeographis haematites (Fée) Marrén a Ausente
Mill. Arg. oris Oblonga Transversal 5 26.8 (£1.9) x 8.0 (+£0.9) (1+ rojizo) 5
Phgeographls intricans (Nyl.) Hialina Fusiforme Transversal 5a7 |23.2(£1.2)x7.2(£0.4) Ausen_t_e 5
Staiger (I+ rojizo)
th_aeographls leprieurii (Mont.) Hialina Oblonga Transversal 5a6 |[21.7(#2.0)x 7.9 (+1.9) Ausenfe 5
Staiger (I+ rojizo)
. . . . Ausente
Phaeographis cf. oscitans Marrén Ovalada Submuriforme - 304 (+4.3) x 5.8 (+1.3) (I+ rojizo) 5
. ; Marrén a - Ausente
Phaeographis platycarpa Mull. Arg. gris Elipsoidal Transversal 6a7 [29.5(+2.2)x7.5(%0.5) (I+ rojizo) 5
Phgeographls scalpturata (Ach.) Marrén Fusiforme Muriforme - 133.7 (£10.4) x 36.5 (+1.2) Auser!t_e 5
Staiger. (I+ rojizo)
Sarcographa tricosa (Ach.) Mull. Marrén Ovalada Transversal 3 18.8 (+4.1) x 8.1 (£5.9) Auser!t_e 5
Arg. (I+ rojizo)
Lopezaria isidiza (Makhija & - L
Nagarkar) Aptroot & Sipman Hialina Elipsoidal Transversal 1 37.53.3)x 17.5 (£3.0) Ausente 5
h(;?ezarla versicolor (Fée) Kalb & Hialina Elipsoidal Transversal 1 473 (£3.3) x 16.7 (£0.5) | Ausente 6
Ramboldia russula (Ach.) Kalb, - L
Lumbsch & Elix Hialina Elipsoidal Ausente - 8.7 (£1.0) x 3.3 (=0.5) Ausente 6
;eg:ﬁ:rlr? domingensis (Pers.) Haf. Hialina Fusiforme Transversal 3 13.3 (x1.4) x 5.5 (+0.5) Ausente 6
Malmidea fuscella (Mdll. Arg.) - N
Kalb & Liicking Hialina Elipsoidal Ausente - 8.5 (+2.2) x 5.3 (+0.8) Ausente 6
Eﬂuﬂgégea granifera (Ach.) Kalb & Hialina Elipsoidal Ausente - 12.8 (+2.3) x 8.3 (+1.4) Ausente 6
Malmidea leptoloma (Mll. Arg.) - - i
Kalb & Liicking Hialina Elipsoidal Ausente 10.3 (£2.0) x 4.4 (x0.7) Ausente 6
mmgea psychotroides Kalb & Hialina Elipsoidal Ausente - 8.1 (£1.0)x5.3 (+1.6) Ausente 6
glilggqa;gspora tuberculosa (Fée) Hialina Oblonga Transversal 10a12 | 114.2 (+4.9) x 22.8 (+4.0) | Ausente 6
Melaspilea sp. Hialina EI'pSOdf‘l. Transversal 1 18.8 (+1.3) x 7.8 (+1.2) Ausente 6
constrefiida
Anisomeridium aff. subprostans Hialina Fusiforme Transversal 1 18.8 (£1.8) x 4.3 (£0.5) Ausente 6




488

REV. ACAD. COLOMB. CIENC.: VOLUMEN XXXVII, NUMERO 145 - DICIEMBRE 2013

Monoblastia rappii Zahlbr. Hialina Oblonga Ausente - 15.4 (£1.6) x 7.5 (£0.3) Ausente 6
Pertusaria sp. Hialina Elipsoidal Ausente - 82.8 (£9.5) x 26.1 (£3.5) | Ausente 6
Amandinea sp. Marrén Elipsoidal Transversal 1 9.8 (0.8) x 3.3 (+0.8) Ausente 7
Buellia sp. Marrén Elipsoidal Transversal 3 22.3 (£2.3) x 8.5 (£1.6) Ausente 7
Porina americana Fée Hialina Fusiforme Transversal 11al4 | 63.7 (¥13.4)x 7.3 (+0.5) | Ausente 7
Porina aff. exasperatula Vain. Hialina Acicular Transversal 15a19 [50.5 (£22.4) x 4.8 (+0.8) |Ausente 7
Porina imitatrix Mull. Arg. Hialina Fusiforme Transversal 7 44.7 (£5.8) x 7.5 (£0.4) Ausente 7
Especie Coloracion Forma Septacion N Tamafio Amiloidea | Fig.
Septos
Porina melanops Hialina Fusiforme Transversal 3 28.5 (£1.9) x 4.3 (£0.4) Ausente 7
Porina nucula Ach. Hialina Fusiforme Transversal 6a7 | 49.3(£10.4)x10.5(+1.2) [Ausente 7
Porina rhodostomoides Vain Hialina Acicular Transversal 15a19 |78.0 (£8.6) x 4.7 (£0.5) Ausente 7
Porina simulans Miill. Arg. Hialina Fusiforme Transversal 6a8 [48.3(+5.3)x5.8(+1.3) Ausente 7
Porina subnucula Hialina Fusiforme Transversal 7 38.4 (£5.2) x 6.0 (x1.1) Ausente 7
;';?r%;hte"um obtectum (Mll. Arg.) Hialina Fusiforme Transversal 3 14.3 (£2.5) x 7.6 (£1.2) Ausente 7
Pyrenula anomala (Ach.) Vain. Marrén Fusiforme Transversal 3 19.2 (£3.4) x 7.8 (£1.3) Ausente 7
E};rrt:ir;ula cubana (Mll. Arg) R. C. Marrén Fusiforme Transversal 3 24.0 (£2.5)x 9.5 (x1.7) Ausente 8
Pyrenula erumpens R.C. Harris Marrén Fusiforme Transversal 3 50.8 (+4.9)x 17.5 (¥2.2) | Ausente 8
Pyrenula laii Aptroot Marrén Fusiforme Transversal 3 52.8 (£2.5) x 22.7 (£2.0) | Ausente 8
Pyrenula macrocarpa A. Massal. Marrén Oblonga Transversal 3 29.7 (£2.9)x 15.2 (£1.2) | Ausente 8
Pyrenula mamillana (Ach.) Trevis. |Marron Fusiforme Transversal 3 20.5 (£2.1) x 7.7 (£0.5) Ausente 8
Pyrenula aff. microcarpa Mll. Arg. | Marrén Oblonga Transversal 3 25.0 (x1.1)x 9.9 (£1.4) Ausente 8
Pyrenula ochraceoflava (Nyl.) R.C.\Martona | ejypcoiaa) | Muriforme 18.8(22.1)x 83 (£2.3)  |Ausente | 8
Harris gris
Z};genula papilligera (Leight.) Mll. Marrén Globosa Transversal 3 10.8 (£1.3) x 10.2 (+4.4) | Ausente 8
Pyrenula quassiaecola Fée Marrén Fusiforme Transversal 3 31.8 (#3.7) x 13.5 (x1.6) | Ausente 8
Pyrenula aff. subferruginea . .
(Malme) R. C. Harris Marrén Fusiforme Transversal 4 15.0 (:2.4) x 6.0 (+1.1) Ausente 8
Cresponea melanocheloides (Vain.) Hialina Fusiforme Transversal 14a15 | 77.2 (£5.5)x 7.0 (£1.9) Ausente 8
Egea & Torrente
CE;ry_I'EEcr::decton granulatum (Mont.) Hialina Biclavada Transversal 3ad |44.6(£6.0)x 3.7 (£1.2) Ausente 8
Opegrapha difficilior Nyl. Hialina Fusiforme Transversal 7 32.1 (+6.4)x 3.8 (£1.4) Ausente 9
Opegrapha irosina Vain. Hialina Fusiforme Transversal 7al0 |34.0 (+4.5)x 5.0 (£0.9) Ausente 9
Leucodecton occultum Eschw.) Frisch | Marrén Oblonga Muriforme - 183 (£1.4)x 11.2 (+1.3) | Ausente 9
:l/: ?slg? otrema platystomum (Mont.) Hialina Elipsoidal Transversal 4a6 |16.8(£3.5)x 6.2 (£1.3) Presente 9
Ocellularia cavata (Ach.) Mill.Arg |Hialina Oblonga Transversal 6a9 [31.3(4.1)x6.7(+1.3) Presente 9
Ocellularia gracilis Mill. Arg. Hialina Elipsoidal Transversal 15a20 [ 105.4 (+14.5) x 21.5 (£2.7) | Presente 9
Ocellularia laeviusculoides Hialina Elipsoidal Transversal 4a5 | 21.8(£5.3)x6.7(£0.5) Presente 9
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Arg.

Ocellularia sp. Hialina Oblonga Transversal 7a8 |24.3(+4.2)x 7.5 (£0.5) Presente 9
Thelotrema expallescens Hialina Elipsoidal Submuriforme - 33.2 (£2.2) x 7.7 (x1.0) Presente 9
Thelotrema sp. Hialina Oblonga Transversal 7a8 |[15.8(+1.0)x 7.4 (+0.5) Presente 9
Trinathotrema aff. stictideum Hialina Fusiforme Transversal 20 [54.5(%12.4)x 6.3 (+0.8) |Ausente 9
Astrothelium cinnamomeum - L
(Eschw.) Ml Arg, Hialina Elipsoidal Transversal 3 24.2 (¥1.3)x 7.2 (0.3) Ausente 9
(Eziaﬁzrl:?sm degenerans (Vain.) R. Hialina Oblonga Transversal 3 21.8 (£3.1) x 5.8 (x1.0) Ausente 10
Especie Coloracion Forma Septaciéon Selg 105 Tamafio Amiloidea | Fig.
Bainelium ma}dreporlforme Hialina Elipsoidal Muriforme - 44.5 (£6.4) x 12.0 (£1.0) | Ausente 10
(Eschw.) Trevis.
;Zﬁlfrra phacomelodes (Mall. Arg.) Hialina Elipsoidal Muriforme - 32.5 (#5.7) x 9.8 (+1.6) Ausente 10
Zsrzudopyrenula subnudata - Mall. Hialina Fusiforme Transversal 3 21.8 (£2.7) x 6.3 (£0.5) Ausente 10
;?r/]pl)g:hellum aeneum  (Eschw.) Hialina Oblonga Transversal 3 24.5 (£3.5) x 7.7 (x0.5) Ausente 10
Trypethelium eluteriae Spreng. Hialina Fusiforme Transversal 9al12 |42.0(£2.4)x 7.7 (£0.5) Ausente 10
Trypethelium platystosum Mont. Hialina Fusiforme Transversal 12a16 |59.8 (£16.4) x 8.8 (£1.3) | Ausente 10
Trypethelium tropicum (Ach.) Mall Hialina Oblonga Transversal 3 |23.2(%2.1)x 6.0 (£0.6) Ausente 10
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Figura 3. Ascosporas de las familias Arthoniaceae, Brigantiacaceae, Coenogoniaceae y Graphidaceae. Tomadas de A. Rincén-Espitia: COL
350/ COL 777/COL 918/ COL 481/ COL 1080/COL 301/ COL 879/COL 1060/ COL 403/ COL 487/COL 730/COL 786, respectivamente.
Escala =10um.
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. macella . meiniata

Figura 4. Ascosporas de la familia Graphidaceae. Tomadas de A. Rincén-Espitia: COL 776/ COL 1037/ COL 300/ COL 844/ COL 215/
COL 021/ COL 1040/ COL 282/ COL 826/ COL 851/ COL 363/ COL 354, respectivamente. Escala =10um.
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Figura 5. Ascosporas de la familia Graphidaceae e Incertae. Tomadas de A. Rincén-Espitia: COL 146/ COL 813/ COL 002/ COL 788/ COL
1045/ COL 707/ COL 375/ COL 012/ COL 823/ COL 823/ COL 017/ COL 957, respectivamente. Escala =10um.
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Figura 6. Ascosporas de las familias Lecanoraceae, Letrouitiaceae Malmideaceae, Megalosporaceae, Melaspileaceae, Monoblastaceae y
Pertusariaceae. Tomadas de A. Rincén-Espitia: COL 817/ COL 987/ COL 251/ COL 450/ COL 409/ COL 440/ COL 460/ COL 418/ COL
866/ COL 495/ COL 397/ COL 897, respectivamente. Escala =10um.
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Pyrenula anomala

Figura 7. Ascosporas de las familias Physciaceae, Porinaceae y Pyrenulaceae. Tomadas de A. Rinc6n-Espitia: COL 434/ COL 912/ COL
840/ COL 110/ COL 755/ COL 279/ COL 802/ COL 246/ COL 571/ COL 569/ COL 598/ COL 975, respectivamente. Escala =10um.
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Figura 8. Ascosporas de las familias Pyrenulaceae y Roccellaceae. Tomadas de A. Rinc6n-Espitia: COL 523/ COL 401/ COL 905/ COL 726/
COL 306/ COL 357/ COL 540/ COL 521/ COL 846/ COL 650/ COL 032/ COL 022, respectivamente. Escala =10um
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Thelatrema sp,

Figura 9. Ascosporas de las familias Roccellaceae, Thelotremataceae y Trypetheliaceae. Tomadas de A. Rincén-Espitia: COL 412/ COL
269/ COL 479/ COL 352/ COL 395/ COL 775/ COL 274/ COL 109/ COL 158/ COL 708/ COL 551/ COL 406, respectivamente.
Escala =10um.
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T. platystossm

Figura 10. Ascosporas de la familia Trypetheliaceae. Tomadas de A. Rinc6n-Espitia: COL 783/ COL 026/ COL 595/ COL 477/
COL 989/ COL 838/ COL 819/ COL 1054, respectivamente. Escala =10um.

Consideraciones finales

Las ascosporas encontradas en los liquenes corticicolas del
Caribe colombiano, se caracterizaron por ser hialinas en su
mayoria (68 especies). Segin Caceres et al. (2007), la pig-
mentacién de las ascosporas se genera como una estrategia
ante algunas condiciones ambientales, como la fuerte inten-
sidad luminica y las prolongadas sequias. Estas particulari-
dades se presentaron exclusivamente en un sitio de mues-
treo (Juan de Acosta, atldntico), donde existe dominancia

de especies de Pyrenula, caracterizadas por sus ascosporas
marrones.

Las formas mads frecuentes de las ascosporas fueron elipsoi-
dales (35 especies) y fusiformes (35 especies), las otras for-
mas estuvieron constituidas por trece o menos especies. En
cuanto al tipo de septacion, la mayoria de especies presen-
taron septos transversales (66 especies), seguido de septos
muriformes (16 especies), el resto de las especies no presen-
taron ascosporas septadas (7 especies) o fueron submurifor-
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mes (3 especies). Aun no existen estudios que intenten rela-
cionar la forma y la disposicion de los septos como estrategia
de dispersion de los microliquenes.

La mayoria de las ascosporas, 46 especies, estuvieron en un
rango de los 7 a los 25 pum, encontrdndose menor nimero de
especies a medida que se incrementaba del tamafio de las
ascosporas. Esta dominancia por parte de las ascosporas de
menor tamafio, se explica como una estrategia de dispersion,
ya que las ascosporas pequeias y livianas son facilmente
transportadas por el viento y pueden alcanzar largas distan-
cias (Sipman & Harris 1989; Nash 111 2008). Finalmente,
se observé una dominancia por parte de las ascosporas con
paredes gruesas (66 especies) en comparacion con las ascos-
poras de paredes delgadas o finas (21 especies). Esta carac-
teristica es frecuente en los liquenes de bosques tropicales
y se infiere que es una funcién de almacenaje del material
extracelular (Sipman & Harris 1989).
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EONATATOR COELLENSISNOV. SP. (SQUAMATA:
MOSASAURIDAE), NUEVA ESPECIE DEL CRETACICO SUPERIOR
DE COLOMBIA

EONATATOR COELLENSSNOV. SP. (SQUAMATA: MOSASAURIDAE),
A NEW SPECIES FROM THE UPPER CRETACEOUS OF COLOMBIA

Maria Euridice Paramo-Fonseca*

RESUMEN

Paramo-Fonseca M .E.: Eonatator coellensisnov. sp. (Squamata: Mosasauridae), a new species from the Upper
Cretaceous of Colombia. Rev. Acad. Colomb. Cienc. 37 (145): 499-518, 2013. ISSN 0370-3908.

En este articulo se da a conocer un nuevo mosasaurio hallado en Colombia. El {6sil fue extraido de capas del
Campaniano, al norte de la poblacién de Coello, departamento del Tolima. Se trata de un esqueleto casi com-
pleto y articulado, en cuyas cavidades se preservaron restos de tejidos blandos. Se ha determinado como una
nueva especie del género Eonatator, E. coellensis, con base en la sistemética propuesta en 2005 por Bardet y
otros. La anatomia de la parte anterior del craneo, asi como la morfologia y las inter-relaciones de los huesos
de la cintura pélvica y de los miembros, constituyen un nuevo aporte a la definicién del género. El espécimen
colombiano representa el mosasaurio halisaurino mas completo conocido hasta ahora en el mundo y ofrece
posibles evidencias de gestacidn interna en los mosasaurios.

Palabras clave: Eonatator, Mosasauridae, Campaniano, Colombia
ABSTRACT

In this study a new mosasaur found in Colombia is given out. The fossil was extracted from Campanian rocks,
North of the town of Coello, Tolima Department. It is a nearly complete articulated skeleton with soft tissue
remains preserved in its cavities. It was determined as a new species of the genus Eonatator, E. coellensis,
based on the systematics proposed in 2005 by Bardet and others. The anatomy of the anterior part of the skull,
as well as the morphology and the inter-relationships of the bones of the pelvic girdle and limbs, constitute a
new contribution to the genus definition. The Colombian specimen represents the most complete halisaurine
mosasaur known so far in the world, and provides new evidences of ovoviviparity in mosasaurs.

Key words: Eonatator, Mosasauridae, Campanian, Colombia

* Departamento de Geociencias, Universidad Nacional de Colombia, Carrera 30 No. 45-03, Bogotd, Colombia, meparamof @unal.edu.co



500

REV. ACAD. COLOMB. CIENC.: VOLUMEN XXXVII, NUMERO 145 - DICIEMBRE 2013

I ntroduccién

La familia Mosasauridae estd representada ampliamente en
el mundo por restos encontrados en sedimentos de edades
que van desde el Turoniano hasta el Maastrichtiano. En Co-
lombia se han hallado varios fésiles de esta familia. Los mas
antiguos corresponden a restos encontrados en capas turo-
nianas del Valle Superior del Magdalena, que fueron inclui-
dos en el género Yaguarasaurus Pdramo, 1994 (Paramo,
1994; 1997 y 2000). Se conoce también un craneo proce-
dente de capas del Coniaciano Inferior de Santander, el cual
estd actualmente en estudio, y un esqueleto hallado en rocas
del Campaniano del Tolima cuyo estudio es presentado en
este articulo.

Dentro de los mosasaurios conocidos en el mundo, los hali-
saurinos son considerados representantes basales (DeBraga
y Carroll, 1993; Bell, 1997). Sus restos comprenden: un es-
queleto relativamente completo y articulado y restos frag-
mentarios, provenientes de rocas del Santoniano, del Cam-
paniano y del Maastrichtiano de Estados Unidos (Wiman,
1920; Russell, 1970; Baird, 1986; Bell 1997; Holmes y
Sues, 2000; Bar det y Pereda-Suberbiola, 2001; Kierman,
2002); restos vertebrales encontrados en capas del Cretacico
Superior (;Santoniano?) de Perd (Caldwell y Bell, 1995);
material fragmentario del Campaniano y Maastrichtiano
de Europa (Lingham Soliar, 1991; Lindgren y Siverson,
2005) y numerosos restos desarticulados del Maastrichtia-
no de Africa (Azzaroli et al., 1975; Lingham Soliar, 1991;
Bardet et al., 2005; Diez Diaz y Ortega, 2007; Polcyn et
al., 2012).

El espécimen colombiano descrito en este articulo es, entre
los Halisaurinae, el ejemplar mas completo conocido hasta
ahora y ofrece evidencias de gestacion interna en el grupo de
los mosasaurios. En el contexto nacional, se trata del primer
registro de reptiles marinos del Campaniano hecho en Co-
lombia y es hasta ahora el inico mosasaurio colombiano que
presenta el esqueleto post-craneano.

El espécimen fue reportado por Ricardo Calderén al Museo
Geoldgico del Servicio Geoldgico Colombiano (anterior-
mente INGEOMINAS) en 2004 y su excavacion se realizé
en 2005. Fue encontrado en el lecho de la quebrada El Cajon,
pequefa quebrada de aguas intermitentes del municipio de
Coello (fig. 1), y fue extraido de capas de la unidad geoldgica
denominada Nivel de Lutitas y Arenas, de edad Campaniano
(de Porta, 1965; Montes et al., 2005). En este articulo se
ofrece una descripcién del espécimen, se propone su ubica-
cion sistemdtica y se exponen algunas observaciones tafoné-
micas del hallazgo. El estudio de este ejemplar se realiz6 en
el marco de un convenio de Cooperacion establecido entre el

Servicio Geoldgico Colombiano y la Universidad Nacional
de Colombia.

Materialesy M étodos

El f6sil fue hallado en una capa de limolita calcarea fisil,
en el lecho de una quebrada de una regién montafiosa, en
un sitio ubicado a una hora de camino desde la via con paso
vehicular més cercana. Bajo estas condiciones y por el con-
siderable tamaifio, el espécimen fue extraido en 6 bloques
transportables. La preparacién se realizé en el laboratorio
de macrofésiles del Servicio Geol6gico Colombiano, en Bo-
gotd. Dada la alta fragilidad que adquirid la roca durante el
transporte debido a su densa fisilidad, fue necesario realizar
un previo tratamiento de consolidacién, aplicando poliacrila-
to B-72 en todas y cada una de las diaclasas y fisuras detec-
tadas. Con este procedimiento se logr6 dar a cada bloque la
consistencia necesaria para soportar la vibracién del proceso
mecanico, el cual, después de varias pruebas, fue el seleccio-
nado para la limpieza del fésil. En la preparacién mecénica
se utilizaron martillos neumaticos de calibres medio y fino
y, en ciertos puntos, se implement6 el ataque quimico local
para limpiar pequefios restos ubicados en lugares de dificil
acceso.

Todas las partes del esqueleto fueron protegidas con B-72 y
despojadas de la roca sobre la superficie expuesta. A través
del ataque quimico se preparé una columna vertebral peque-
fa y articulada ubicada por debajo de la columna vertebral
del espécimen. Dado que el f6sil conserva el esqueleto casi
en su totalidad y corresponde a una nueva forma, el énfasis
del estudio se dirigi6 a ofrecer a la comunidad paleontolégi-
ca una completa y detallada descripcion del espécimen. En
la elaboracidn de los esquemas interpretativos se tuvieron en
cuenta observaciones y fotografias tomadas en campo, antes
de la extraccidn, con lo cual se identificaron rasgos conser-
vados solamente como siluetas en la roca. La determinacién
del espécimen se basé en la sistemética propuesta por Bar-
det et al. (2005), la cual se apoya en una extensa revision de
los mosasaurios halisaurinos.

M ar co geol 6gico

Las rocas que afloran en la regién en la que se encontré el f6-
sil corresponden a sedimentos de origen marino depositados
durante la ingresiéon marina que inund6 la regién occiden-
tal del territorio colombiano durante una parte del Cretacico
(Etayo-Sernaet al., 1976; Céacereset al., 2005). Los restos
fésiles se encontraron en una capa de limolita calcarea fisil
que buza hacia el sureste con una inclinacién menor a 5°.
Esta capa hace parte de la unidad denominada Nivel de Luti-
tas y Arenas, de edad Campaniano (de Porta, 1965; M ontes
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Figura 1. Localizacién geogrifica del sitio de hallazgo. Adaptado de IGAC, mapa de cartografia bésica con relieve, escala 1:500.000
(http://mapascolombia.igac.gov.co/wps/portal/mapasdecolombia)

et al., 2005). La unidad fue definida por de Porta (1965) en
la seccién Piedras-La Tabla, en la misma regién en la que
se encontré el mosasaurio (fig. 1). El autor la define como
un conjunto de lutitas que alternan con bancos de arenitas y
que hacia el techo presenta concreciones calcdreas de hasta
1 m de didmetro. En la cartografia del Servicio Geoldgico
Colombiano (anteriormente INGEOMINAS) la unidad se
describe con base en una seccién medida al occidente de la
poblacién de Coello, a unos 18 kilémetros al sur del lugar
de hallazgo del mosasaurio, como una secuencia alternante
de lodolitas y limolitas calcareas con paquetes de arenitas de
cuarzo y cemento calcéreo en su parte media (Acosta et al.,
2002). En el segmento superior, mencionan los autores, las
lodolitas y limolitas muestran fisilidad. Es en este segmento
en el que se encontré el fosil en estudio. Las caracteristicas
litolégicas de esta unidad apuntan a un ambiente de platafor-
ma cléstica y calcarea. En la regién del hallazgo la distribu-
cion litofacial sugiere una plataforma intermedia, somera y
de aguas calmas.

En la capa en que se encontré el mosasaurio no se hallaron
amonitas. Sin embargo, en la misma zona y en capas co-
rrespondientes a la parte superior de la unidad infrayacen-
te (Lidita Superior del Grupo Olini) (fig. 2) se encontraron
amonitas correspondientes a Reginaites sp. aff. leei (Reside)

MA/| La Tabla {8

Miembro conglomeratico

Miembro arenitico

Nivel de
Lutitas y

Arenas
CA

IGMp881237 (Re090805)
bl

Miembro arenitico

Miembro limolitico

SA

Formacion Lidita Superior

Nivel intermedio, miembro
arenitico (Fm. EI Cobre)

Nivel intermedio, miembro
limolitico

——
Formacion Lidita Inferior

(€0)

—

Grupo
TU T Villeta

-
L D
I. CEj

L8

Formacion Loma Gorda

Formacion Hondita

Litologia

Conglomerado

Arenita

Arenita y limolita

Limolita

Caliza

Chert

Shale

BEEDELS

Concreciones
calcareas

Figura 2. Procedencia estratigrafica del f6sil. Columna estratigra-
fica adaptada y modificada de Montes et al., 2005.
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(segtn identificacion de Etayo-Serna, comunicacion verbal
enMonteset al., 2005, muestra 10). Asi mismo, en la misma
zona, en los niveles arenosos de la parte superior del Nivel
de Lutitas y Arenas se ha registrado la aparicién de amonitas
correspondientes a EXiteloceras cf. jenneyi (Whitfield) (se-
gln identificacién de Etayo-Serna, comunicacién verbal en
Montes et al., 2005, muestra 11 y segtin identificacion de
Etayo-Serna para este trabajo, muestra JB-21). De acuerdo
con la posicion estratigrafica de estas amonitas, la edad de
las capas portadoras del mosasaurio se establece como Cam-
paniano (Montes et al., 2005; Etayo-Serna, comunicacién
verbal).

La regién corresponde a una zona tecténicamente compleja
(Acostaet al., 2002; Monteset al., 2005), con una densa dis-
tribucién de pliegues y fallas de tendencia noreste-suroeste
que evidencian el alto grado de deformacién sufrido por los
sedimentos durante finales del Cretacico y Cenozoico y que
se relacionan con la actividad tecténica del extremo noroc-
cidental de Suramérica (Montes et al., 2005). El esqueleto
se encontré con la columna vertebral orientada en direccién
Este-Oeste y muestra una deformacién que se ajusta al ana-
lisis de esfuerzos que Montes et al. (2005) proponen para la
zona. De esta forma, la distorsién que presentan los restos
fésiles del mosasaurio estudiado corresponde probablemente
a deformacién post-fosilizacién, producida por los esfuerzos
tectonicos que afectaron la region.

Conservacion del fosil

Los huesos del esqueleto del espécimen se encuentran en po-
sicién boca abajo, con los miembros en posicién relajada y
extendidos hacia atrds (fig. 3). Aunque el craneo esta articu-
lado, se evidencia una dislocacién ocurrida por gravedad an-
tes de la fosilizacién, que produjo un giro del crdneo hacia el
costado izquierdo, desplazandolo levemente de su posicién
original con relacién a las ramas mandibulares y producien-
do torsién en la regién posterior. Un corte transversal reali-
zado en la parte anterior del rostro permitié corroborar esta
dislocacién, mostrando los huesos del paladar desplazados
hacia la cavidad bucal (fig. 6D). La columna vertebral pre-
senta también inclinacién hacia el costado izquierdo. Dada
esta inclinacién, los miembros izquierdos, junto con sus co-
rrespondientes huesos de las cinturas se hallan parcialmente
cubiertos por las vértebras, mientras que los derechos estan
completamente expuestos. Todas las vértebras articuladas se
observan en vista lateral derecha, aunque las cervicales se
encuentran ligeramente expuestas dorsalmente. Las costillas
del costado derecho se conservan debidamente articuladas
mientras que las del lado izquierdo se ven desviadas de su
posicion original y cubiertas por las vértebras.

Los huesos del espécimen muestran deformacién. En el créa-
neo se evidencia deformacién bidireccional y aplastamien-
to, de tal forma que su costado derecho se encuentra mas
expuesto y ligeramente desplazado hacia atrds con relacién
a su lado izquierdo. Su geometria sugiere la accién de fuer-
zas de compresion perpendicular a la laminacién de la roca
con componentes horizontales en dos direcciones. Aunque
el crdneo muestra conservacion tridimensional, el aplasta-
miento ha dejado el costado derecho expuesto en una vista
latero-dorsal mientras el costado izquierdo sélo se aprecia
parcialmente en vista dorsal o dorso-medial. Por esta razén
las descripciones del crdneo se refieren mayormente a la vis-
ta dorsal y lateral de los huesos del costado derecho.

Es interesante destacar que el esqueleto no se encuentra ex-
tendido en posicién completamente paralela a la laminacién.
La forma en que la laminacién de la roca se ve interrumpida
por los huesos indica que el eje sagital del esqueleto estd mas
elevado anteriormente. El craneo muestra con mayor eviden-
cia esta relacién oblicua con respecto a la laminacién. En
un corte transversal hecho en la parte anterior del hocico se
aprecia la laminacion curvada, contorneando los restos 6seos
(fig. 6D). En la cavidad bucal y en las demds cavidades del
craneo la roca presenta color y textura diferentes, no estd
laminada y su dureza es superior a la de la roca circundante.

En el proceso de preparacion se hizo notable una diferencia
de preservacion en los huesos del craneo. En las superficies
dorso-laterales derechas los huesos tienen una densa red de
fisuras que les confiere mayor fragilidad al momento de pre-
pararlos. En contraste, ventralmente los huesos conservan
una superficie mas homogénea y resistente. La diferencia se
aprecia incluso en un mismo hueso, por ejemplo en el maxi-
lar y en la rama mandibular derechos. En el corte transversal
de la parte anterior del hocico se ve claramente este contraste
(fig. 6D).

Inmediatamente por debajo de la columna vertebral, entre
la vértebra dorsal 17 y la segunda pigal, se encuentra una
serie, de 25 cm de largo, de centros vertebrales pequefios,
relativamente articulados, que miden entre 0,9 y 1,2 cm de
largo (fig. 4). Se encuentran exhibidos 20 de estos centros
vertebrales en los espacios intercostales. La serie se dispone
paralela a la columna vertebral del espécimen excepto en su
seccion posterior, entre las dos vértebras pigales, en donde
se observan vértebras ubicadas en sentido perpendicular,
dirigidas ventralmente. El tamafio de los pequefios centros
vertebrales es regular aunque se percibe un ligero aumen-
to de tamafio en los de la parte anterior del espécimen. En
ninguna de estas pequefias vértebras se aprecian apofisis. Se
observa claramente que la superficie articular que se dirige
hacia la parte posterior del espécimen es concava y en algu-
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nas se insinda la del extremo opuesto ligeramente convexa.
Algunos de estos pequefios centros vertebrales se hacen le-
vemente mas anchos hacia el lado en que se encuentra la
superficie articular céncava, lo cual evoca la morfologia de
las vértebras procélicas de los mosasauroideos (integrantes
del clado Mosasauroidea). De esta manera la serie vertebral
pequeiia esta orientada con su parte anterior dirigida en la
direccién posterior del espécimen. La superficie de estos
centros vertebrales es relativamente lisa aunque en los pos-
teriores de la serie se insindan crestas longitudinales sepa-
rando depresiones. Por detrds de esta serie de centros ver-
tebrales se encuentran, bajo las vértebras dorsales 14 y 15
del espécimen, algunos huesos no identificables, que por su
tamafio parecen relacionados con la pequefa serie vertebral
descrita. Igualmente asociado a este pequefio esqueleto se
encuentra un hueso aplanado junto a los pequefios centros
vertebrales posterioes. Las caracteristicas descritas sugieren
que estos pequefios restos esqueléticos pertenecieron a un
embridén. Ademds, por delante de la cintura pélvica del es-
pécimen se observa una aglomeracién desordenada de restos
Oseos pequefios entre los cuales se insindia un gran nimero
de centros vertebrales en cortas series semi-articuladas (fig.
5). Lamayoria de estas vertebras estd expuesta en corte lon-

gitudinal y, aunque su morfologia no es precisa, no presentan
la forma bicéncava tipica de las vértebras de peces. Se des-
taca una fila de tres vértebras caudales, con arcos hemales y
centros procélicos, lo cual apoya la idea de la presencia de
restos de embriones. Sin embargo, no se ha detectado hasta
el momento restos que pertenezcan claramente a elementos
esqueléticos diagnésticos, como craneo o dientes, por lo cual
no se puede establecer con seguridad si los restos vertebrales
pequefios asociados al espécimen corresponden a vestigios
de embriones.

La ovoviviparidad es conocida en escamados actuales y ha
sido reportada en mosasauroideos (Bell et al., 1996; Cald-
well y Lee, 2001; Bell y Sheldon, 2004: Houssaye & Bardet,
2013). Sin embargo, sélo en un par de publicaciones se esta-
blece una relacion de restos de adultos con embriones. Bell
et al. (1996) dan a conocer la presencia de restos desarticula-
dos de dos embriones asociados a huesos de la region sacra
de un espécimen del mosasaurio Plioplatecarpus primaevus.
Los autores basan su interpretacion en la identificacion de
dos espleniales izquierdos. Caldwell y Lee (2001) describen
un espécimen articulado de una hembra de un mosasauroi-
deo primitivo, identificado como un aigialosaurio del género

Craneo

Vértebras cervicales
Vértebras dorsales
Vértebras pigales

Vértebras caudales

Costillas
Cinturas
Miembros

Esqueleto pequefio

Figura 3. Eonatator coellensis sp. nov. RC090805 (nuevo niimero de catdlogo: IGM p881237).
Fotografia general del f6sil y esquema interpretativo.
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Figura 4. Eonatator coellensis sp. nov. RC090805 (nuevo
nimero de catdlogo: IGM p881237). Restos 6seos pequeiios
encontrados bajo las vértebras dorsales posteriores y las vértebras
pigales del espécimen. Fotografia y esquema interpretativo. Barra
de escala: 5 cm

Figura 5. Eonatator coellensis sp. nov. RC090805 (nuevo niime-
ro de catdlogo: IGM p881237). Restos dseos de pequefio tamafio
conservados en la regién anterior a la cintura pélvica y entre las
costillas posteriores. Barra de escala: 10 cm.

Carsosaurus, que contiene cuatro embriones, parcialmente
desarticulados, distribuidos en los dos tercios posteriores de
la regién dorsal del espécimen. Las evidencias descritas en
estas publicaciones se basan en la presencia de material diag-
ndstico.

Consideraciones tafondmicas

En este aparte se analizan algunos aspectos relacionados con
la historia tafonémica del espécimen. Se han considerado los
siguientes aspectos: la posicion y el grado de articulacion de
los huesos que conforman el esqueleto; la conservacion de
restos de tejidos en las cavidades internas del esqueleto; la
relacién geométrica entre la laminacién de la roca portadora
del f6sil y la posicion del esqueleto; las diferencias texturales
que presenta la roca en las proximidades de los huesos; la
conservacién variable que presentan algunas superficies de
los huesos; y la deformacion que se aprecia en la geometria
de | os huesos.

La conservacién de tejidos blandos se manifiesta en la pre-
sencia de manchas fosfaticas, de color comparable al de los
huesos, no calcareas y de textura diferenciable, que se en-
cuentran ubicadas en las cavidades tordcica y abdominal. Se
observan manchas de estas, con una coloracion uniforme,
una textura densa y cubriendo superficies definidas, en la
posicién correspondiente a los pulmones y al higado y, algo
mas atras, en la posicién del pancreas o de los rifiones y las
génadas (Kardong, 2012). Cerca de la columna vertebral, en
posicion ventral a ésta y medial a las costillas, se observan
manchas con textura fibrosa en direccién longitudinal, que
sugieren la preservacién de fibras musculares correspondien-
tes al sistema muscular hipoaxial, probablemente a muisculos
intercostales dorsales (Kardong, 2012). En posicién ventral
a las vértebras cervicales y con una textura menos densa, se
encuentra una de estas manchas, cuya ubicacion sugiere la
conservacion de la piel de la zona ventral del cuello. En la
observacioén directa de esta mancha no se aprecian escamas.
Lo anteriormente descrito es evidencia de la preservacién de
tejidos blandos en el espécimen.

Por delante de la cintura pélvica se conserva una densa
concentracion de pequefias manchas y restos éseos inde-
terminables, desordenados, desarticulados o parcialmente
articulados que sugieren la preservacion de restos semi-des-
compuestos. La morfologia de restos vertebrales identifica-
bles en esta region, junto con la presencia y morfologia de
la serie de vértebras pequefias conservada longitudinalmente
por debajo de las vértebras del espécimen, permite proponer
que los elementos que se encuentran en esta regién pertene-
cen a restos de embriones. No obstante, la falta de elementos
diagndsticos abre también la posibilidad de que se trate de
material en digestion.
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Durante el proceso de preparacion se pudo percibir una ma-
yor dureza de la roca en zonas correspondientes a cavida-
des internas, como las de las érbitas, las comprendidas entre
las ventanas temporales, o la cavidad bucal, al igual que en
algunas franjas préximas a los huesos, en donde la extrac-
cién mecdnica de roca resulté mds dificil. En estas partes,
la roca present6 con una coloracién ligeramente mads clara
y sin laminacién (véase fig. 6D). Estas condiciones reflejan
una diferencia textural y composicional de la roca en luga-
res en los que se encontraban tejidos blandos y sugieren que
una lenta descomposicion y rdpida mineralizacién de estos
tejidos, obstaculizé el depdsito de sedimentos en los lugares
que ellos ocupaban.

La conservacién de tejidos y otros restos, anteriormente des-
crita, junto con el excelente grado de articulacién que mues-
tra el esqueleto y las diferencias texturales que muestra la
roca en las proximidades de los huesos, sugieren que el cada-
ver del mosasaurio se deposité en un ambiente de baja ener-
gia y de baja actividad biolégica, que refrend los procesos
de descomposicion y favorecié la mineralizacién temprana
por fosfatizacién. Estas condiciones apuntan a un ambiente
de depésito restringido, relativamente quieto, andxico y con
alta concentracién de fosfatos. De otra parte, la condicién
desarticulada del extremo posterior de la cola, con las vér-
tebras desplazadas de su posicion original, sugiere la pre-
sencia de leves corrientes locales, de energia limitada pero
suficiente para movilizar pequefios huesos de peso ligero y
débilmente articulados como es el caso de |as vértebras cau-
dales mas posteriores.

La disposicién de los huesos, con el esqueleto en posicién
predominante boca abajo y parcialmente girado hacia el
costado izquierdo, permite inferir que el caddver quedé ini-
cialmente depositado con el vientre hacia abajo, lo cual su-
giere que no hubo inversién del cuerpo por flotacién previa
debida a la acumulacién de gases de descomposicion en el
vientre. Esta condicién permite proponer que el cuerpo del
animal qued¢ inicialmente varado boca abajo en un fondo
poco profundo. Posteriormente, cuando los tejidos blandos
se encontraban semi-descompuestos, el esqueleto axial se
volcé por gravedad hacia el costado izquierdo, produciendo
un leve giro del crdneo. Teniendo en cuenta que la posicion
del craneo no se encuentra con el eje sagital paralelo a la la-
minacién de la roca, se plantea la posibilidad de que la cabe-
za permaneciera ligeramente levantada en su parte anterior
durante el enterramiento.

La calidad de la preservacion de los huesos del crdneo mues-
tra diferencias entre las superficies dorso-laterales, con denso
fisuramiento, y las superficies ventrales mejor preservadas.
Esta circunstancia permite inferir que los restos del mosa-

saurio sufrieron un enterramiento progresivo en un fondo
lodoso, que permitié una mejor preservacioén de los huesos
que quedaron en posiciéon mas profunda, sumergidos en el
sedimento desde el inicio del enterramiento y una alteracién
superficial de los restos que permanecieron descubiertos de
lodo un mayor tiempo.

La deformacién por compresién que se evidencia en la geo-
metria de los huesos, principalmente en los del craneo, su-
giere que los restos se vieron sometidos a presion vertical y
horizontal, esta dltima en dos direcciones. Las componentes
de deformacién horizontal coinciden con las fuerzas tecténi-
cas que afectaron la regién. De esta manera, la deformacion
que exhibe el f6sil permite inferir que, después de acomodar-
se por gravedad, el esqueleto sufrié la accién de la presion
lito-estratigrafica y de las fuerzas compresivas regionales.

Sistematica

REPTILIA Linnaeus, 1758
SQUAMATA Oppel, 1811
MOSASAUROIDEA Camp, 1923
MOSASAURIDAE Gervais, 1853
HALISAURINAE Bardet y Pereda Suberbiola, 2005
Eonatator Bardet y Pereda Suberbiola, 2005

Diagnosis enmendada: Halisaurinae de crineo alargado;
frontal sin 4rea triangular postero-medial diferenciada; mar-
genes laterales del frontal céncavos; parietal corto, con un
area triangular anterior definida y posteriormente extendida
hasta o cerca del borde posterior medial del parietal; nasales
ampliamente extendidos en la barra internarinal; cuadrado
redondeado con ala timpdanica regularmente convexa; borde
postero-lateral de la fosa glenoidea mandibular con protu-
berancia leve; longitud de la cola menor que la longitud del
tronco y la cabeza juntos; cuatro vértebras pigales; cuerpos
vertebrales caudales mas largos que altos; tubérculo del is-
quion medianamente desarrollado y de posicién distal; cén-
dilos de los propodios esféricos; largo del femur equivalente
a cerca del doble de su ancho distal; largo del humero equi-
valente a entre 2,2 y 2,5 veces su ancho distal; digitos sin
hiper-falangia.

Eonatator coellensis sp. nov

Hol6tipo: RC090805 (nuevo numero de catdlogo: IGM
p881237), Craneo y esqueleto casi completo, sin el extremo
posterior de la cola. Colecciones paleontolégicas del Museo
Geoldgico José Royo y Gémez del Servicio Geoldgico Co-
lombiano (anteriormente INGEOMINAS), Colombia.

Etimologia: coellensis de Coello, municipio en el que fue
hallado el ejemplar.
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Diagnosis: Eonatator con narinas en posicion retraida (las
reconstrucciones de E. sternbergii muestran las narinas en
una posicién més avanzada en relacién con el extremo ante-
rior del maxilar y la sutura fronto-parietal), ubicadas entre el
séptimo y diecisieteavo dientes maxilares y de forma bilo-
bulada, siendo el 16bulo anterior ligeramente mas ancho que
el posterior; premaxilar y dentarios con corto rostro anterior
a los primeros dientes; septomaxilares presentes; prefrontal
con amplia participacion en el borde posterior de la narina
externa, formando todo el borde lateral del 16bulo posterior
de ésta; frontal corto y ancho, con una marcada cresta medial
en casi toda su longitud (en E. sternbergii el frontal es largo
y angosto y la cresta dorsal se extiende en los 2/3 anteriores
de su superficie dorsal) ; foramen parietal ubicado cerca de
la sutura fronto-parietal (en E. sternbergii el foramen parie-
tal se ubica a una distancia igual a dos veces su didmetro);
superficie triangular anterior del parietal portando dos de-
presiones mediales (la superficie triangular del parietal de E.
sternbergii lleva una depresion longitudinal angosta anterior
y posterior al foramen parietal); 21 vértebras dorsales (mini-
mo 22 en E. sternbergii).

Procedencia geografica: Quebrada El Cajon, Vega de los
Padres, Municipio de Coello, Tolima, Colombia (fig. 1).

Posicion litoestratigrafica y cronoestratigrafica: Unidad
geoldgica denominada Nivel de Lutitas y Arenas (de Porta,
1965; Monteset al., 2005.), piso Campaniano (Etayo-Serna
en Montes et al., 2005 y Etayo-Serna, comunicacién ver-
bal) (fig. 2).

Descripcion

Se trata de un esqueleto casi completo, al cual sélo le falta
el extremo posterior de la cola (fig. 3). Se conservé articu-
lado, excepto en el extremo posterior en donde varias de las
vértebras caudal es conservadas se encuentran desarticuladas
y desplazadas de su posicion original. La longitud del f6sil,
medida desde el extremo anterior del hocico hasta la vértebra
caudal 21, ultima articulada, es de 2,8 m, siendo el craneo de
41,5 cm de largo. Se han conservado restos de tejidos den-
tro de las cavidades tordcica y abdominal y en la regién del
cuello. Todos los huesos y restos de tejidos son de un color
crema-rosa que contrasta con el gris oscuro de la roca, por lo
que sus contornos son claramente diferenciables.

Créneo (Figs. 6y 7)

El craneo es alargado y presenta una region parietal relati-
vamente corta, la cual corresponde a 0,21 (practicamente
una quinta parte) de la longitud total del crdneo. Las narinas
tienen una posicion retraida siendo la longitud del rostro an-

terior a éstas equivalente a 0,26 (algo mas de una cuarta par-
te) del largo total del crdneo. Las narinas externas se extien-
den entre el séptimo y el diecisieteavo diente maxilar. Son
alargadas, bilobuladas, acuminadas adelante y redondeadas
atrés, ligeramente mds anchas en los 16bulos anteriores (fig.
7).

El premaxilar exhibe una superficie dorsal anterior corta y un
proceso inter-maxilar largo. Su borde anterior, redondeado,
proyecta medialmente un ligero rostro anterior a los dientes
que le produce, en vista dorsal, un contorno suavemente an-
guloso. Dorsalmente forma hacia atrds una barra medial re-
lativamente ancha, de bordes paralelos, que se extiende entre
los maxilares por un considerable tramo. En el borde anterior
de las narinas externas esta barra se estrecha rapidamente,
forma sélo el primer cuarto anterior de la barra internarinal
y termina en un vértice que contacta los nasales. En vista
lateral, la sutura pmx-mx dibuja una linea que inicia ante-
riormente en posicidn vertical por un corto tramo, se arquea
hacia atrds en una curva amplia y contintia horizontal hasta
el vértice anterior de la narina externa. La superficie anterior
dorsal del premaxilar tiene tres pares de foramenes. Los fo-
rdmenes anteriores son mds grandes que los posteriores.

Cada maxilar es largo y estrecho. El derecho lleva 20 alveo-
los y ha conservado 15 dientes. En la superficie del corte
hecho en la parte anterior del hocico se observa que el borde
del parapeto interno que bordea a los alveolos es ligeramente
mas corto que el borde lateral del maxilar. El maxilar forma
el borde antero-lateral del 16bulo anterior de la narina exter-
na. Posteriormente se separa de ésta formando la sutura con
el prefrontal que sigue un recorrido practicamente paralelo
al eje sagital adelante y atrds se abre diagonalmente hasta
encontrar el lagrimal. El limite posterior del maxilar no se
puede determinar con claridad porque estd extensamente cu-
bierto por el extremo anterior del yugal.

Apoyados sobre la superficie medial de los maxilares, en la
region anterior interna de las narinas, se observan los septo-
maxilares como delgadas ldminas que se extienden medial-
mente en contacto con la barra internarinal del premaxilar
adelante y con los nasales atrds. En las superficies del corte
transversal del hocico se ven los septomaxilares en la cavi-
dad oral, el izquierdo entre el premaxilar y el maxilar y su
par, mds bajo, desplazado medioventralmente por gravedad.
Aqui los septomaxilares muestran mayor volumen, se pre-
sentan como una barra de seccién poligonal.

Los nasales son grandes, alargados y forman la mayor parte
de la barra internarinal. En vista dorsal se encuentran ante-
riormente unidos y, en su regién posterior separados en la
linea media por una prolongacién anterior del frontal. Se
extienden mas atras del borde posterior de las narinas exter-
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nas, formando un corto proceso dorsal a los lados de la barra
media del frontal.

El frontal es relativamente corto y ancho. Lleva una pronun-
ciada cresta dorsal, aplastada hacia el costado izquierdo por
deformacién, que se extiende en casi la totalidad de la su-
perficie dorsal del hueso. Se pierde adelante formando una
estrecha barra entre los nasales y atrds se atenda insinuando,
muy ligeramente, un ensanchamiento posterior en la linea
media que sugiere el desarrollo de una corta superficie trian-
gular aunque no claramente diferenciable. El frontal forma
una pequefia porcién del borde posterior de las narinas ex-
ternas. Desde este borde, su limite se proyecta, a cada lado,
diagonalmente hacia atrds en contacto con el prefrontal hasta
alcanzar el borde antero-dorsal de la 6rbita. En vista dorsal
se observa levemente recortado sobre las érbitas. En vista
lateral se percibe que los extremos del prefrontal y del pos-
torbitofrontal no estdn en contacto por debajo del frontal. La
sutura fronto-parietal es uniforme, ligeramente ondulada y se
extiende en todo el ancho del frontal.

Los prefrontales son alargados, se extienden considerable-
mente hacia adelante, formando mads de la tercera parte del
borde lateral de la narina externa. Muestran una cresta longi-
tudinal que se hace mds evidente adelante, en la regién cer-
cana a la narina y atrds, en el borde de la 6rbita, en donde
forma un pequefio proceso supraorbital. En vista dorsal par-
ticipan ampliamente en el borde anterior de la 6rbita y muy
poco en el borde dorsal de 1a misma. Medialmente se extien-
den por debajo del frontal formando una lamina post-narinal

El lagrimal forma el borde antero-ventral de la drbita y se
extiende hacia adelante entre el maxilar y el prefrontal for-
mando un agudo vértice en direccién dorso-medial. Su por-
cion ventral estd ampliamente cubierta por el yugal. Este ul-
timo es angosto y muy extendido hacia adelante. Su forma es
suavemente arqueada, no presenta proceso postero-ventral y
su proceso dorsal es corto, mientras su rama horizontal se
extiende considerablemente hacia adelante pasando sobre el
lagrimal y cubriendo el maxilar.

El parietal es corto. Aunque se encuentra distorsionado y
fuertemente fracturado en su superficie dorsal, se percibe
en su morfologia la presencia de una tabla triangular ante-
rior claramente diferenciada, protuberante y elevada, cuyo
vértice posterior no se cierra. Ligeramente por debajo de
este vértice y por encima de las ramas suspensorias dicha
tabla se proyecta posteriormente formando una estrecha su-
perficie bifurcada atrds. La superficie de la tabla triangular
anterior muestra irregularidades que representan un par de
hundimientos mediales bordeados lateralmente por suaves
crestas y separados en la linea media por otra suave cresta.
Por delante de la cresta medial se ubica una oquedad que

probablemente alberga un pequefio foramen parietal, el cual
no es claramente visible. Antero-lateralmente el parietal se
proyecta formando a cada lado un ala redondeada que se ar-
ticula con el postorbitofrontal. Lateralmente y ligeramente
por debajo de la prolongacion posterior de la tabla triangular
se extienden las ramas suspensorias, las cuales son cortas y
comprimidas en sentido latero-dorsal. Pese a la deformacion
se puede deducir que su contacto con el supratemporal es
amplio y de posicién vertical.

El postorbitofrontal muestra un considerable desarrollo del
proceso ventral. A pesar de la deformacién y dislocacion se
puede inferir que en su posicién original el proceso ventral
cubria ampliamente al yugal en su porcion dorsal. Hacia
atras el potsorbitofrontal se prolonga contactando interna-
mente una gran parte del escamoso pero sin alcanzar el borde
posterior de la ventana temporal.

En el costado izquierdo se aprecia el supratemporal separado
del escamoso, ubicado en posicién ligeramente elevada con-
tra la rama suspensoria del parietal. Su forma es semicircular
comprimida. En el costado derecho se ve, por debajo del es-
camoso Yy detrds del cuadrado, un fragmento de la superficie
lateral del supratemporal, con su borde posterior convexo. La
posicién en que se encuentran los supratemporales sugiere
una articulacion estrecha de estos huesos con los parietales y
suelta con los escamosos. Estos tltimos muestran una forma
de coma, regularmente curvada. Su relacion articular con los
supratemporales y con las ramas suspensorias del parietal no
se puede establecer con precision debido a la deformacién y
dislocacién de los huesos en esta region.

No se observa ninguno de los huesos occipitales. En el cos-
tado derecho, entre la rama descendente del postorbitofrontal
y el cuadrado, estdn expuestas las superficies laterales de una
porcién del proceso posterior del prodtico y de una parte del
proceso postero-lateral del pterigoides.

El cuadrado derecho se ve en vista lateral, articulado con
el escamoso y la mandibula, mientras que el cuadrado iz-
quierdo, que estd separado del escamoso, s6lo exhibe una
porcidén en vista medial. Al parecer el cuadrado derecho esta
aplastado y su morfologia algo distorsionada (fig. 6C). Sin
embargo, es seguro que los procesos supra e infrastapedial
estdn muy desarrollados y en contacto, cerrando la cavi-
dad timpanica. Dentro de esta cavidad se han conservado
un huesecillo que podria corresponder a la extracolumella
o a la columela y, distalmente a ésta, restos de la membrana
timpanica. Al parecer la cresta timpdnica estd aplastada de
tal manera que se encuentra desplazada hacia la cresta alar.
Esta dltima se expresa medialmente como un saliente ante-
rior, de forma circular, aplastado contra el pro6tico y la rama
postero-lateral del pterigoides.
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Figura 6. Eonatator coellensis sp. nov. RC090805 (nuevo nimero de catdlogo: IGM p881237). Craneo y vértebras cervicales. A y B: fo-
tografia y esquema interpretativo; C: Cuadrado derecho, vista exhibida; D y E: Fotografia y esquema interpretativo del corte transversal a-a'
indicado en B. Barras de escala: 10 cmen Ay B; 1 cmen C y D. Abreviaturas: ax: axis; ¢3-7: vértebras cervicales; cm: cana mandibular;
cn: canal nervioso de la mandibula; co: coronoides; d1-2: vértebras dorsales; d: dentario; f: frontal; j: yugal; |: lagrimal; mx: maxilar; n: na-
sal; p: parietal; pl: palatino; ple: placas esclerdticas; pmx: premaxilar; pof: postorbitofrontal; prf: prefrontal; pro: prodtico; pt: pterigoides;

g: cuadrado; sa: surangular; Smx: septomaxilar; Sq: €scamoso; st: supratemporal; V: vomer.
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Figura 7. Eonatator coellensis sp. nov. RC090805 (nuevo nimero de catdlogo: IGM p881237). Craneo. A: Vista dorsal. B: Reconstruccién
en vista dorsal. Barra de escala: 10 cm. Abreviaturas: f: frontal; j: yugal; |: lagrimal; mx: maxilar; n: nasal; p: parietal; pmx: premaxilar;
pof: postorbitofrontal; prf: prefrontal; q: cuadrado; smx: septomaxilar; sq: €scamoso; st: supratemporal.

De los huesos del paladar sélo se aprecia una pequefia por-
cion del palatino derecho, expuesto en el interior de la narina
por debajo del nasal, y los vomeres, expuestos en seccidén en
el corte transversal del hocico. Estos dltimos se encuentran

en medio de la cavidad oral, desprendidos del paladar y des-
plazados hacia la mandibula derecha. Su seccién los muestra
latero-medialmente comprimidos y dorsalmente curvados y
bifurcados, formando dos crestas dorso-laterales (fig. 6D).
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En la 6rbita derecha se aprecian claramente restos del anillo
esclerdtico. Se ven restos de seis placas esclerdticas desarti-
culadas.

La rama mandibular derecha estd exhibida por partes. Ade-
lante se observa la porcion anterior del dentario en vista late-
ral, en la 6rbita se ve el coronoides expuesto parcialmente y
detras de ésta se presentan varios huesos posteriores en vista
dorsal. Esta disposicién coincide con la deformacién por tor-
sién que parece haber afectado la parte posterior del craneo.
De la rama mandibular izquierda sélo se aprecia el extremo
anterior del dentario. Los dentarios muestran una corta pro-
yeccion anterior al primer alveolo. La superficie lateral del
dentario es longitudinalmente estriada y exhibe una marcada
fila lateral de fordmenes alargados que corresponden a las
salidas del nervio V. Sélo se ven tres dientes anteriores del
dentario derecho.

En las superficies del corte transversal realizado en la regién
anterior del hocico (fig. 6D), se puede apreciar con claridad,
en el dentario izquierdo, dos pequefas hendiduras laterales,
una correspondiente a la fila de foramenes que se observa la-
teralmente en el dentario derecho y otra mas, debajo de ésta,
que evidencia la presencia de otra fila de forimenes en esta
region. Se observa igualmente el canal nervioso que atravie-
sa longitudinalmente a dentario. En el derecho este cand
se encuentra casi cerrado. La superficie lateral del dentario
es convexa y la medial lo es en menor grado. Esta dltima
esta fuertemente disectada por el canal mandibular, el cual
se encuentra mas estrecho en el dentario izquierdo. También
en el corte se ve claramente que el parapeto que bordea lin-
gualmente los alveolos es mas bajo que la pared lateral del
dentario.

Del coronoides, cubierto por el yugal, no se alcanza a ver
mas que su porcién posterior dorsal fracturada. Por detras
del yugal estd expuesta la regioén posterior dorsal de la rama
mandibular. Se distinguen un segmento posterior del suran-
gular, una parte de la superficie medial del prearticular y la
regién dorsal del articular. El surangular lleva una marcada
cresta en su borde dorso-lateral que se curva medialmente
atrds formando una arista en el margen anterior de la fosa
glenoidea, de la cual participa minimamente. A pesar de que
una parte de la fosa glenoidea esta cubierta por el cuadrado,
su parte expuesta muestra que esta formada casi en su totali-
dad por el articular. Por detras de la fosa glenoidea se exhibe
la superficie dorsal del proceso retroarticular, amplia, apla-
nada y de contorno circular (en su porcién visible) y sepa-
rada de la fosa glenoidea por un abultamiento dorso-lateral.

Se observan del lado derecho un diente premaxilar, uno
mandibular y los 15 maxilares que son los mejor expuestos.
Su tamaiio disminuye hacia atrds. Los dientes exhiben una

corona posteriormente curvada, de seccién ovalada y con
una ligera carena posterior en su extremo distal.

Esqueleto axial (Figs. 3,4, 6A, By 8)

La columna vertebral estd expuesta en su mayoria en Vvis-
ta lateral. Las vértebras mds anteriores se exhiben latero-
dorsalmente y las caudales en corte sagital. El atlas no estd
expuesto. Se observan el axis, otras 5 vértebras cervicales,
21 dorsales, 4 pigales y 58 caudales. De éstas tltimas s6lo las
primeras 21 estan articuladas. De acuerdo con la cantidad, la
morfologia y la longitud de las vértebras caudales desarticu-
ladas conservadas, se estima que la cola fue de largo similar
al tronco. El aplastamiento general del f6sil ha deformado
los centros vertebrales, por lo que la relacion entre ancho y
alto de los mismos no se puede establecer. La primera vér-
tebra visible se considera el axis por su ubicacién inmedia-
tamente por debajo del extremo posterior medial del parietal
y por presentar en su morfologia la base del arco neural mas
larga que en las siguientes vértebras y su postzigapodfisis mas
pequeiia. No se observa ningtin fragmento anterior que pue-
darelacionarse con €l atlas.

Las primeras cinco vertebras posteriores al axis exhiben cla-
ramente un pedunculo para la hipapdfisis, el cual se encuen-
tra ubicado en la region posterior ventral de cada cuerpo ver-
tebral (figs. 6A y B). En todas estas vértebras la articulacién
pre-post zigap6fisis dibuja lateralmente una linea horizontal.
La sinapdfisis, de posicidn anterior, es alargada ventralmen-
te, parte desde la prezigapdfisis, se dirige posteriormente for-
mando una afilada cresta lateral y desciende sobrepasando
notablemente el borde ventral del cuerpo vertebral. En las
primeras vértebras cervicales la sinapéfisis desciende en una
magnitud equivalente a la de la altura de la espina neural,
mientras que en las posteriores esta magnitud disminuye. La
espina neural en las vértebras cervicales es mds baja y mas
inclinada que en las dorsales. A pesar de la deformacién por
compresion, en las vértebras cervicales se marca una cresta
longitudinal lateral en la base de la espina neural. Se obser-
van costillas articuladas desde la segunda vértebra cervical
posterior al axis, mds cortas en las 2, 3 y 4. A los extremos
distales de estas tltimas costillas se asocian huesos de la cin-
tura escapular.

En la serie dorsal las vértebras exhiben la espina neural pro-
porcionalmente mas alta que en la serie cervical. Las ziga-
pofisis son menos pronunciadas que en las cervicales y las
sinapdfisis, aunque siguen en una posicion baja, sobrepasan
minimamente el borde ventral del cuerpo vertebral, siempre
en posicién anterior. La cresta longitudinal de la base del
arco neural se torna menos pronunciada en estas vértebras.
Todas las vértebras dorsales Ilevan costillas articuladas.
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Figura 8. Eonatator coellensis sp. nov. RC090805 (nuevo nimero de catdlogo: IGM p881237). Vértebras caudales. A y B: fotografia y
esquema interpretativo generales, las vértebras articuladas se han numerado; C: Detalle ampliado del area indicada en A con un rectdngulo,
en el que se observa una vértebra caudal terminal en seccion transversal (esquematizada en D). Barras de escala: 10 cm.
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En las vértebras pigales (fig. 4), la espina neural es alta pero
menos larga que en las dorsales. La sinapdfisis estd muy de-
sarrollada en las primeras. En la segunda pigal la sinap6fisis
alcanza una longitud casi igual a la altura de la espina neural.
En la cuarta no es claro el desarrollo de la sinapéfisis debido
a la compresién y a su posicion coincidente con el extre-
mo distal del pubis izquierdo. En esta region y en la caudal,
el efecto de la erosion ha dejado expuestas las vértebras en
corte, lo cual permite observar la articulacién intervertebral
procélica con la superficie articular ligeramente inclinada
anterodorsalmente.

Las vértebras caudales (fig. 8) se observan en su mayoria
seccionadas sagitalmente por la erosién. La primera no exhi-
be claramente los limites de su cuerpo vertebral, parece estar
desplazada por los huesos de la cadera mostrandose muy uni-
da a la segunda vértebra caudal. Las primeras 21 vértebras
caudales estdn articuladas, las cuatro siguientes se encuen-
tran desplazadas pero cercanas a su ubicacién original. De
éstas, las tres dltimas presentan la espina neural dirigida en
sentido opuesto. Las demds vértebras caudales se encuentran
desarticuladas y desplazadas de su posicion original. En las
vértebras caudales la altura de la espina neural, con relacién
a la altura del centro vertebral, decrece inicialmente y a par-
tir de la vértebra 18 (caudal) se hace mayor. En general los
cuerpos vertebrales son mds largos que altos, principalmente
en las intermedias proximales, aunque en algunas posteriores
desarticuladas, pero no las mas pequefias, esta proporcion
es opuesta. Las vértebras caudales tienen espinas neural y
hemal bien desarrollas y en su mayoria inclinadas posterior-
mente. La espina hemal se une bifurcada al extremo pos-
terior del cuerpo vertebral. Se observa una vértebra caudal
terminal en seccion transversal que exhibe un contorno sub-
hexagonal del cuerpo vertebral (Figs. 8C y D). Entre las vér-
tebras desarticuladas se pueden identificar con claridad tres
de ellas con la espina neural vertical, no inclinada hacia atras
como su espina hemal. Coincidentemente, la espina neural
en estas vértebras es proporcionalmente mas alta que en las
demas vértebras caudales desarticuladas. La morfologia de
estas vértebras sugiere que la forma de la cola era mas pa-
recida ala de los mosasaurios que alade los aigial osaurios.

Esqueleto apendicular (Figs. 9y 10)

Los miembros se han conservado casi en su totalidad. Los
dos izquierdos se encuentran parcialmente cubiertos por el
esqueleto axial, mientras que los derechos estdn mejor ex-
hibidos. En el miembro posterior derecho el zeugopodio y
una parte del estilopodio se perdieron por erosién post-fosi-
lizacién, al quedar expuestos en superficie. Sin embargo, su
contorno quedé parcialmente insinuado sobre la roca.

De la cintura pectoral no es visible mis que una pequefia
porcién de la escapula izquierda y una gran parte, aunque

mal preservada, de la escdpula derecha. El mal estado de pre-
servacién de esta ultima no permite establecer con claridad
la morfologia de la escapula.

Los huesos del miembro anterior se observan en el apéndice
derecho en vista extensora (fig. 9), mientras en el izquierdo
parecen encontrarse ladeados. El hiimero es mas largo que
ancho y de longitud similar a la del fémur. Sus extremos pro-
ximal y distal son andlogamente expandidos. Se observa la
cabeza del himero redondeada y sobresaliente, de tal forma
que el largo total del hueso equivale a 2,2 veces su ancho
distal. El proceso post-glenoideo estd poco desarrollado, al
igual que los céndilos distales. Se observa una hendidura es-
trecha y alargada sobre el epicéndilo (ectepicondilar groove
en Bardet et al., 2005). El radio y el ctbito son alargados.
El radio presenta gran expansion del proceso preaxial mien-
tras su borde pos-axial es ligeramente concavo. En el cibito
se aprecia, aunque comprimido, el olecranon bien desarro-
llado. De los huesos del carpo sélo se distinguen tres en el
miembro izquierdo que corresponden al cubital, al cuarto
carpiano y un fragmento del intermedio. En el miembro de-
recho esta zona se encuentra intensamente fracturada y no
puede distinguirse ninguno de ellos. Los metacarpianos y las
falanges son notoriamente alargados y de extremos poco en-
sanchados. S6lo los metacarpianos 1 y 5 presentan su extre-
mo proximal expandido. No se puede establecer el nimero
exacto de falanges pero, por su conservacion en posicioén de
articulacidn, es evidente que no existe hiper-falangia. En el
digito mas largo se cuentan cuatro falanges.

Los huesos de la cintura pélvica se conservaron en vista
dorsal (fig. 10). Se observan los dos isquiones y los dos pu-
bis en posicién articulada y los iliones desplazados ligera-
mente pero conservando su ubicacién de articulacién. Los
isquiones y los pubis son anchos y de cuerpo medialmente
expandido. El tubérculo pubico se aprecia solamente como
un ensanchamiento del extremo distal del pubis. El tubérculo
isquidtico no presenta proyeccion posterior, se manifiesta en
el isquion izquierdo como un dngulo marcado en el borde
posterior del hueso. Los iliones son muy poco curvados y se
dirigen dorsalmente hacia adelante. El izquierdo, por la po-
sicién de reposo del esqueleto, se encuentra en contacto con
la cuarta vértebra pigal y la primera caudal (figs. 3 y 10). Sin
embargo, la posicion del ilion derecho, ampliamente separa-
do de las vértebras, sugiere que no existia ninguna conexioén
articulada entre los iliones y la columna vertebral.

Los huesos del miembro posterior izquierdo, los cuales
pudieron observarse al levantar las espinas neurales de las
primeras vértebras caudales (figs. 10B y C), estan exhibidos
en vista postero-lateral mientras los del derecho lo estdn en
vista lateral. Todos son aplanados y estdn en varias partes
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Figura 9. Eonatator coellensis sp. nov. RC090805 (nuevo nimero de catdlogo: IGM p881237). Miembro anterior derecho
con escédpula. Fotografia y esquema interpretativo. Barras de escala: 10 cm. Abreviaturas: C: ctibito; €s: escdpula; h: himero; r:
radio; |...V: metacarpianos.

Figura 10. Eonatator coellensis sp. nov. RC090805 (nuevo ndmero de catdlogo: IGM p881237). Cintura pélvica y miembros
posteriores con las vértebras pigales. A: Vista general con los arcos vertebrales que cubren el miembro izquierdo. B: Vista
del miembro izquierdo sin los arcos vertebrales que lo cubren. C: Esquema interpretativo general sin los arcos vertebrales que
cubren el miembro izquierdo. Barras de escala: 10 cm. Abreviaturas: as: astrdgalo; ca: calcaneo; fe: fémur; i: ilion; is: isquion;
pl-4: vértebras pigales; pe: peroné; pu: pubis; t: tibia; 1-V: metatarsianos; 3: tarsiano 3.
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erosionados, por lo que varios de sus rasgos s6lo se observa-
ron en el momento del hallazgo como contornos visibles en
la roca. EI fémur es ligeramente mds corto que el himero.
Su longitud es casi el doble de su ancho distal. Sus extremos
proximal y distal son regularmente convexos. El contorno
preservado en el fémur derecho sugiere una forma del cuerpo
del hueso ligeramente curvada. La tibia es levemente mas
corta y mds ancha que el peroné. Sus bordes anterior y pos-
terior son céncavos y su porcién proximal mas extendida que
la distal. El peroné muestra més extendido su extremo distal.
Se insinda la presencia de cuatro huesos semicirculares en
el tarso, uno de ellos articulados medialmente con el peroné
(calcdneo), uno en posicién media entre la tibia y el peroné
(astragalo) y dos distales. Los metatarsianos son notable-
mente alargados, siendo los tres del medio los mas angos-
tos. El I es el mas ancho y su regién proximal estd amplia-
mente expandida. El V es el mds corto y proximalmente es
expandido. Las falanges, como en los miembros anteriores,
se encuentran articuladas, son alargadas y de extremos poco
ensanchados. No se presenta hiper-falangia en los digitos.
En el miembro derecho es claro que los digitos I y III tienen
en total 3 y 4 falanges respectivamente, mientras que en los
demas digitos no es claro el nimero total de falanges. En el
I se conserva una falange y en los digitos IV y V se insindan
3. En el miembro izquierdo se puede observar claramente
que el digito II tiene 3 falanges, el digito III tiene 4 falanges
y el digito IV tiene al menos 4 falanges. Las falanges un-
gulares conservadas son de extremidad aguda y ligeramente
recurvadas.

Discusion

El registro fésil de halisaurinos se ha diferenciado en dos gé-
neros, Halisaurus Marsh, 1869 y Eonatator Bardet y Pereda
Suberbiola, 2005. El género Halisaurus fue propuesto con
base en dos vértebras y dos fragmentos craneales (Marsh,
1869). Eonatator fue propuesto para separar la especie H.
sternbergii (Wiman, 1920) del género Halisaurus (Bar det
et al., 2005) sobre la base del estudio de un esqueleto relati-
vamente completo. Inicialmente Wiman (1920) atribuy6 el
espécimen tipo de esta especie a Clidastes sternbergii, luego
varios autores discutieron su atribucién al género Clidastes
(Russell, 1967; DeBraga y Carrall, 1993; Ligham-Soliar,
1996) y otros la incluyeron en el género Halisaurus (Cald-
well y Bell, 1995; Caldwell, 1996; Bell, 1997; Holmes y
Sues, 2000; Bardet y Pereda-Suberbiola, 2001). A partir
de una amplia revisién del material conocido y nuevo mate-
rial encontrado en el norte de Africa, Bardet et al. (2005)
separan la especie H. sternbergii del género Halisaurus para
incluirla en el nuevo género Eonatator (E. sternbergii). El
nuevo género es considerado el grupo hermano de Halisau-
rus, conformando la subfamilia Halisaurinae Bardet et al.,

2005. Lindgren y Siverson (2005) presentan a Eonatator
en la sinonimia de Halisaurus sin ofrecer mayor discusion.
La mayor parte del material de halisaurinos conocidos en el
mundo se ha atribuido a género Halisaurus, mientras que
€l género Eonatator estd representado por dos especime-
nes recolectados en capas santonianas de Kansas (USA). El
primero, el holotipo, un esqueleto relativamente completo
y parcialmente reconstruido, y el segundo, un esqueleto in-
completo (Wiman, 1920; Russell, 1967; Bardet y Pereda-
Suberbiola, 2001; Bardet € al., 2005).

El género Halisaurus fue inicialmente diferenciado de otros
mosasaurios por la forma ovalada del cuerpo vertebral (Mar -
sh, 1869), rasgo que ha sido analizado y establecido por va-
rios autores como util para reconocer este género a partir de
restos vertebrales (Baird, 1986; DeBraga y Carroll, 1993;
Caldwell y Bell, 1995; Bell, 1997; Holmes y Sues, 2000;
Bardet y Pereda-Suberbiola, 2001; Bardet et al., 2005).
En el espécimen estudiado las vértebras se encuentran defor-
madas por aplastamiento por lo que las proporciones reales
relacionadas con su seccidn transversal no son claras. Con la
posterior aparicién de restos mds completos, la descripcién
de los halisaurinos ha sido ampliamente enriquecida (Wi-
man, 1920; Russell, 1967; Ligham-Soliar, 1996; DeBra-
gay Carroll, 1993; Caldwell, 1996; Holmesy Sues, 2000;
Bardet y Pereda-Suberbiola, 2001; Bardet et al., 2005;
Lindgren y Siverson, 2005) y otros rasgos relacionados
con las vértebras han sido discutidos y diferenciados (Cald-
well y Bell, 1995; Mulder, 2003; Lindgren y Siverson,
2005). Muchos de los rasgos craneanos y post-craneanos
mencionados por los distintos autores para diferenciar estos
mosasaurios se encuentran en el ejemplar de Coello. Asi,
por ejemplo, el frontal posee una marcada cresta medial; el
proceso infrastapedial del cuadrado estd muy desarrollado y
hace contacto con el proceso supraestapedial; las sinapofisis
de las vértebras cervicales se proyectan ventralmente sobre-
pasando el borde ventral del cuerpo vertebral; las sinapdfisis
de las vértebras dorsales posteriores se ubican anteriormente
en el cuerpo vertebral; las vértebras caudales tienen las espi-
nas hemales fusionadas; y el cuerpo vertebral de las caudales
terminales es de seccidn sub-hexagonal. Los caracteres diag-
ndsticos establecidos por Bardet et al. (2005) para diferen-
ciar la subfamilia Halisaurinae se observan claramente en el
ejemplar de Coello: 1- la forma lateral de la sutura mx-pmx
encaja en la geometria descrita por los autores (vertical ade-
lante, oblicua en su seccién media y horizontal atrds) (fig.
6A,B); 2- la orientacion de las ramas suspensorias del parie-
tal es oblicua (figs 6A,B y 7); 3- la expansion preaxial del ra-
dio se extiende en los dos tercios distales del largo del hueso
(fig. 9); y 4- latibia y el peroné son alargados, angostos y con
extremos expandidos (fig. 10).
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Figura 11. Gréfica comparativa de craneos de halisaurinos reconstruidos, en vista dorsal. Tomado y modificado de Bardet et al., 2005. A,
Halisaurus platyspondylus (tomado de Holmes & Sues, 2000);B, Halisaurus ortliebi (tomado de Lingham-Soliar, 1996); C, Halisaurus
arambourgi (tomado de Bardet et al., 2005); D, Eonatator sternbergii (tomado de Bardet & Pereda Suberbiola, 2001); E, Eonatator coellen-
sissp. nov. RC090805 (nuevo nimero de catdlogo: IGM p881237). Barra de escala:10 cm.

De acuerdo con las sinapomorfias identificadas para cada
género en el andlisis de Bardet et al. (2005), Halisaurus se
identifica por presentar un area triangular postero-medial en
la superficie dorsal del frontal, exhibir un fuerte parapeto
posterior a la fosa glenoidea en el articular y mostrar arti-
culaciones vertebrales cervicales sub-rectangulares. A dife-
rencia de Halisaurus, en el ejemplar colombiano el articular
presenta s6lo un ligero abultamiento posterior a la fosa gle-
noidea y el area postero-medial triangular en la superficie
dorsal del frontal es practicamente inexistente y en su lugar
se observa extendida la cresta dorsal (fig. 7). En el halisau-
rino de Coello no se puede observar la forma de los centros
vertebrales.

Por su parte, Eonatator es caracterizado en el estudio de Bar -
det et al.(2005) por presentar en el parietal una tabla triangu-
lar uniforme que se extiende considerablemente hacia atras;
por tener el foramen parietal de forma circular y de tamafio
mediano, ubicado a una distancia igual a dos veces su tama-
flo desde la sutura fronto-parietal y rodeado anteriormente y
posteriormente por dos crestas paralelas; por tener el cuadra-
do redondeado con el ala timpéanica regularmente convexa;
por poseer una férmula vertebral consistente en 7 cervicales,
24 dorsales, 4 pigales, 28 caudales medianas y al menos 41
caudales terminales; y por presentar un himero cuya longi-
tud es equivalente a 2,5 veces su ancho distal. Como en Eo-
natator, el ejemplar colombiano exhibe el parietal con una

protuberante superficie triangular extendida hacia atrds y con
crestas en su superficie (fig. 7), tiene el cuadrado redondea-
do y con el ala timpéanica regularmente convexa (fig. 6C), el
nimero de vértebras cervicales y pigales es coincidente (fig.
3), y las proporciones del himero son similares (fig. 9). Sin
embargo, ni la forma de las crestas de la superficie triangular
del parietal, ni el nimero de vértebras dorsales del ejem-
plar colombiano coinciden con los mencionados por Bar det
et al. (2005) para este género. En el halisaurino de Coello
el foramen parietal no se observa, parece ser pequefio y, en
cualquier caso, su posicion es anterior.

Las diferencias de los rasgos superficiales del parietal encon-
tradas entre el ejemplar de Coello y las establecidas para Eo-
natator pueden estar relacionadas con la fuerte deformacién
que presenta el ejemplar colombiano en la zona dorsal ante-
rior de este hueso. Por otra parte, teniendo en cuenta que la
preservacion del espécimen tipo de Eonatator sternbergii, el
mas completo conocido, ha sido discutida por presentar par-
tes reconstruidas, entre ellas algunas vértebras cervicales y
dorsales (Bardet y Pereda-Suberbiola, 2001), el rasgo rela-
cionado con la férmula vertebral no se puede diferenciar con
precision. El nimero de vértebras dorsales en el holotipo de
E. sternbergii se establece en 24, contando 2 anteriores re-
construidas y la dltima probablemente sin costillas (Wiman,
1920; Bardet y Pereda-Suberbiola, 2001). En el ejemplar
colombiano se cuentan 21, todas ellas portando costillas.
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Con respecto a los rasgos post-craneanos, conocidos sélo en
Halisaurus arambourgi y Eonatator sternbergii, el ejem-
plar de Coello comparte la mayoria con el segundo: los
centros vertebrales caudales son més largos que altos; los
propodios presentan un céndilo esférico; el fémur es alarga-
do, de longitud cercana a las 2,5 veces su ancho distal; y las
proporciones y la morfologia de los huesos de la cadera 'y de
los miembros son mas parecidos a los de E. sternbergii. De
esta manera, las variaciones que muestra el espécimen de
Coello con respecto a los rasgos diagnésticos de Eonatator
y de Halisaurus permiten relacionarlo mds cercanamente
con el primero.

Ademads de los rasgos mencionados, el ejemplar estudiado
presenta un mosaico de caracteres que comparte con las dis-
tintas especies de halisaurinos y que, al mismo tiempo, lo
diferencian de las demads (fig. 11). Con H. ortliebi comparte
la prolongacién posterior de la cresta frontal y la posicién
anterior del foramen parietal (Dollo, 1889; Lingham-Soliar,
1996); con H. platyspondylus comparte la amplia participa-
cion de los prefrontales en el borde posterior de las narinas
externas y la geometria general del frontal (Holmesy Sues,
2000); con H. arambourgi comparte las proporciones rela-
tivas entre las longitudes del frontal, de las narinas externas
y de la porcién rostral anterior a las narinas y la presencia
de una pequefia cresta del prefrontal sobre la parte anterior
de la 6rbita (Bardet et al., 2005), ademads de la ancha barra
posterior del premaxilar, rasgo sugerido también para H. pla-
tyspondylus por Polcyn y Lamb (2012). Finalmente, con E.
sternbergii comparte la forma alargada del créneo, las pro-
porciones generales de la regién parietal, los margenes cén-
cavos del frontal y la presencia de grandes nasales (Wiman,
1920; Bell, 1997; Bardet y Pereda-Suberbiola, 2001), este
Gltimo rasgo sugerido también para H. arambourgi por Pol-
cyn et al. (2012).

El halisaurino colombiano difiere de Eonatator sternbergii
por mostrar la terminacién posterior de la sutura premaxilar-
maxilar a la altura del séptimo diente maxilar. Aunque en el
holotipo de E.sternbergii no se ha conservado el premaxilar,
Bardet et al. (2005) establecen como caracter diagndstico
ambiguo del género la terminacién de esta sutura detras del
noveno diente maxilar. El ejemplar de Coello difiere de to-
das las especies de halisaurinos en la forma del contorno de
las narinas externas, en la posicion retraida de las narinas con
relacién a la longitud total del craneo y del maxilar, en la pre-
sencia de un corto rostro anterior a los dientes premaxilares y
dentarios, en la corta longitud del frontal y en la presencia de
dos depresiones mediales en la tabla triangular del parietal.
La morfologia de las vértebras caudales permite sugerir que
la forma de la cola era similar a la de los mosasaurios mas
gue aladelosaigialosaurios 0 alade E. sternbergii.

El mosaico de caracteres analizados justifica ampliamente
ubicar el espécimen de Coello en un nuevo taxén de la sub-
familia Halisaurinae. De los dos géneros establecidos para la
subfamilia, el ejemplar de Coello comparte caracteres diag-
nésticos solo con Eonatator. La tnica especie de este gé-
nero, E. sternbergii, difiere en varios rasgos del halisaurino
de Coello. Lo anteriormente mencionado y la presencia de
rasgos unicos en el ejemplar de Coello sustentan su ubica-
cién en una nueva especie del género Eonatator. Su estudio
aporta nuevos rasgos morfolégicos del género, que no se co-
nocian en su Unica especie E. sternbergii. La anatomia de la
parte anterior del craneo, asi como la morfologia y las inter-
relaciones de los huesos de la cintura pélvica y de los miem-
bros, constituyen un nuevo aporte a la definicién del género.

Conclusiones

Este estudio permite reportar el primer mosasaurio halisauri-
no conocido hasta ahora en Colombia. Por sus caracteristicas
anatomicas se le ubica dentro de una especie nueva del géne-
ro Eonatator Bardet y Pereda Suberbiola, 2005, E. coellensis
sp. nov. Su estudio aporta nuevas observaciones que comple-
mentan la definicién del género. El espécimen constituye el
primer registro de mosasaurios en capas del Campaniano de
Colombia y representa el mosasaurio mas tardio en el terri-
torio colombiano.

En las cavidades del esqueleto del mosasaurio estudiado se
identifican restos de tejidos blandos que, por su posicién y
morfologia, se asocian a restos musculares y vestigios de
organos internos. En la regién abdominal posterior se reco-
nocen restos de otros individuos de tamafio pequefio que se
interpretan como posibles restos de uno o varios embriones.

Un andlisis tafondmico preliminar permite proponer que el
cadaver del mosasaurio se deposit6 boca abajo en un am-
biente que refrené los procesos de descomposicién y favo-
reci6 la mineralizacién temprana. Por la disposicién y forma
de preservacion que presentan los restos, se sugiere que el
enterramiento fue lento y progresivo.
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LA PROTECCION DEL BANANO CONTRA LA SIGATOKA NEGRA
POR METODOS NO BIOCIDAS

THE PROTECTION OF BANANA AGAINST BLACK SIGATOKA
DISEASE THROUGH NON BIOCIDAL METHODS

Fernando Echeverri*

RESUMEN

Echeverri F.: La proteccion del banano contra la Sigatoka Negra por métodos no biocidas. Rev. Acad. Colomb.
Cienc. 37 (145): 519-525, 2013. ISSN 0370-3908.

La investigacion bdsica es necesaria para crear bienes utiles a la sociedad o para mejorar procesos tecnoldgicos;
actualmente se requieren nuevas alternativas para controlar microorganismos patogénicos a cosechas impor-
tantes. En este trabajo se reporta la bisqueda de nuevos métodos y moléculas contra el hongo Mycosphaerella
fijiensis f. sp. difformis, causante de la enfermedad conocida como Sigatoka Negra en banano y platanos,
que afecta las exportaciones colombianas y requiere la aplicacion de altas cantidades de pesticidas sintéticos
contaminantes. Mas alld de los conocimientos cientificos y tecnoldégicos, otros hechos se deben considerar al
desarrollar un producto para el mercado de los agroquimicos
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ABSTRACT

Basic science research is necessary to create innovative goods for the society or to improve technological pro-
cess; now, other alternatives are required to control pathogenic microorganism to important crops. In this paper,
new methods and molecules are reported against the M. fijensis f. sp. difformis, the causal agent of the disease
named Black Sigatoka in banana and plantain, which affects colombian exports and requires the application of
high amounts of synthetic pesticides. Beyond science and technology knowledge, other facts must be conside-
red to develop a novel product for the agrochemical market.

K eywor ds: banana, disease, fungi, control, protection

Introduccion que le generan la academia y la investigacién, cuando hay

) graves problematicas industriales, sanitarias, nutricionales y
En los paises en desarr_ollo, son usuales los reclamos de algu- econdmicas que debe solucionarse urgentemente. De manera
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de uso de la biodiversidad, que abunda en sus territorios.
De manera similar, son comunes las mutuas recriminacio-
nes de los sectores académico, gubernamental y empresarial,
en cuanto al divorcio que existe entre ellos, aunque los dos
Gltimos son avidos de fomentar lo que se ha llamado Inves-
tigacion Aplicada, pues conciben el proceso cientifico como
una receta magica que rapidamente y de manera muy barata,
da lugar a productos y bienes apropiables, sin tener en cuenta
que ese hipotético edificio de aplicaciones se construye con
los conocimientos primigenios generados por silenciosos in-
vestigadores, dentro de lo que se conoce como Investigacion
Bésica.

A continuacion se reporta la bisqueda de una sustancia im-
plicada en la proteccion del banano contra un hongo pato-
génico, de manera no biocida,y que fue concebida a partir
de conocimientos basicos en quimica de productos naturales.

Resultadosy discusion

Losorigenes

La quimica de organica de productos naturales involucra va-
rias ramas del saber humano y ha sido el pilar fundamental
en el desarrollo de la Farmacologia, la Toxicologia, la Qui-
mica Organica y la Bioquimica, entre otras. De hecho, buena
parte de los medicamentos fueron desarrollados con base en
el efecto de varios productos naturales, pero otros campos,
tales como la Agronomia, también han recibido el beneficio
de antibioticos, insecticidas, herbicidas, fungicidas y regula-
dores del crecimiento (Dayan et al. 2011; Hutter, 2011).

Al respecto, entre el 20-40% de las cosechas, se pierde por
efecto de microorganismos, bien sea en planta o durante el
transporte y almacenamiento (Savary et al. 2012); para tratar
de mantener la produccion alimentos en los niveles que exige
una creciente poblacion, han sido aplicadas millones de tone-
ladas de sustancias sintéticas, muchas de ellas cuestionadas
desde los puntos de vista toxicoldgico y ecoldgico. Como
consecuencia, entidades estatales y supranacionales, tales
como la EPA en Estados Unidos y la EFSA en la Unién Euro-
pea, estan imponiendo drasticas reglamentaciones al registro
y uso de nuevos pesticidas y han reducido notablemente las
materias primas necesarias para su elaboracion (EPA 2010;
European Commission, 2008; Nougadére et al., 2011).

Una opcion para protegerlas cosechas se relaciona con la
induccion de mecanismos de defensa propios de la planta,
especificamente con las Fitoalexinas, que podria ser mas
efectiva y amigable con el medio ambiente. Sus origenes da-
tan de 1940, con el trabajo pionero Muller y Borger (1940),
al observar en rodajas de papa, la generacion de resistencia

contra una cepa compatible del hongo Phytophthora infes-
tans, tratadas previamente con una cepa incompatible del
mismo hongo Postularon que el contacto de la célula vegetal
con el microorganismo hacia que la primera produjera una
molécula de defensa, llamada por ellos Fitoalexina.

Varias alternativas se han propuesto para usar las fitoalexinas
en el control de patégenos de cosechas, pero la que ha llama-
do la atencién consiste en inducir en plantas la produccién
in situ, aplicando sustancias especificas y estructuralmente
similares a las que se han aislado de hongos, Ilamadas Elici-
tores. El uso de esos Elicitores y de moléculas analogas tiene
varias ventajas adicionales sobre los fungicidas sintéticos,
como por ejemplo, aplicarse solo en el momento indicado,
es decir cuando se prevea la aparicion de circunstancias fa-
vorables al patégeno, como altas temperaturas y humedad.
Adicionalmente, el tiempo de contacto entre la sustancia in-
ductora y el patégeno es muy reducido, lo que implica me-
nores riesgos de resistencia, contrario a los pesticidas sintéti-
cos, que al actuar continuamente y con diferente residualidad
favorecen la resistencia.

Las consideraciones anteriores fueron tenidas en cuenta para
disefiar una estrategia con el fin de buscar una solucién a una
enfermedad de origen fungico que afecta al Banano, un pro-
ducto muy importante desde el punto de vista agroeconomi-
co, no solo por su incidencia en el empleo y las exportacio-
nes (cercanas a los US 700 millones/afio), sino también por
el volumen de pesticidas que normalmente se necesitan para
su manejo (Rey 2011, Lombana 2012), con un costo cercano
al 10% de las exportaciones. Pero previamente, se habia lle-
vado a cabo trabajos con fitoalexinas en Eucalipto, Tomate
de Arbol, Papaya y Frijol, con los cuales se calibraron las
posibilidades de las fitoalexinas en la Agronomia.

LaBusqueda

Para comienzos de la década de los 80s se generé en Co-
lombia una alerta acerca de la futura presencia de un hongo
patogénico al banano, causante de la enfermedad Ilamada
Sikatoga Negra, producida por el hongo Mycosphaerella fi-
jensis; este afectaba sus hojas y reducia total o parcialmente
su capacidad fotosintética, traduciéndose en graves disminu-
ciones de la productividad. Su control en algunos de los prin-
cipales paises productores (Costa Rica, Ecuador y Colom-
bia) exige gastos cercanos a los 200 millones de dolares por
afo. A partir de entonces y por mas de 20 afios, se desarrolla-
ron varios proyectos de investigacion basica para conocer la
bioquimica de la relacion planta-patogeno, en términos de la
produccion de fitoalexinas, como se describe a continuacion.

a Analisis de varios carbohidratos aminados como la
Kanamicina y la Gentamicina, quimicamente relacio-
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nados con sustancias presentes en algunos hongos (Fi-
gura 1), para determinar si podian simular la presencia
del hongo y por tanto desencadenar la produccion de-
fitoalexinas. Efectivamente, se aprecié un cambié en
la coloracién de las soluciones aplicadas (Echeverri et
al., 1986).

Induccién masiva en la superficie de centenares de ho-
jas de banano, para obtener suficiente cantidad de las
sustancias producidas por las células vegetales. Des-
pués de 2 afios, se tuvieron disponibles aproximada-
mente 5mg de un sélido rojo, cuya cromatografia en

capa fina, indic6 la presencia de una serie de sustancias
similares a las que se producian en la hoja de banano
en los primeros estadios de ataque de la Sigatoka Ne-
gra, aunque en concentraciones mucho menores

Analisis estructural de las nuevas fitoalexinas, median-
te técnicas bidimensionales de resonancia magnética
nuclear (COSY, DEPT, APT, HMQC, HMBC, NOE,
ROESY), espectrometria de masas de alta resolucién
y finalmente, difraccién de rayos X. Esas moléculas
correspondian a un sistema del tipo fenilfenalenonas,
la primera de las cuales fue llamada irenolona (Luis €t
al. 1993) (Figura 2).

Figura 1. Inductores de fitoalexinas en banano. Izq. Kanamicina, Der. Gentamicina.
Inferior: aspecto de las gotas de inductores colectadas a las 72 horas.

OH

IRENOLONA

MUSANOLONA F

Figura 2. Estructuras de los dos principales grupos de fitoalexinasfenilfenalenénicas de banano.
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d.  Aislamiento y purificacién de otras fitoalexinas en ho-
jas de banano tratadas con kanamicina, asi como en
rizomas infectados por el hongo Fusarium oxyspo-
rum, causante de la enfermedad conocida como Mal
de Panama4; obtencion de una subclase de fitoalexinas
[lamada Musanolonas (Luis et al. 1996), asi como di-
meros, alcoholes y anhidridos.

e.  Sintesis de las sustancias naturales y varios andlogos
estructurales; andlisis de la actividad in vitro contrala
Sigatoka Negra, obteniendo resultados antifiingicos
importantes con sistemas del tipo perinaftenona y nitro
derivados. (Escobar et al., 2000; Escobar 2002)

f.  Correlaciones entre la fitopatologia y la capacidad de
generar fitoalexinas de variedades de banano y de pla-
tano (Otélvaro et al. 2002).

0.  Andlisis de la ruta biosintética, empleando precursores
marcados, tales como fenilalanina, acetato y metioni-
na

A partir del conocimiento acumulado por mas de 20 afos,
surgié una nueva perspectiva planteada por una industria:

tratar de controlar la Sigatoka Negra, apelando a métodos y
sustancias no biocidas (Echeverri et al., 2012), con la apli-
cacion de inductores de fitoalexinas. Para ello, se disefiaron
inicialmente los requisitos hipotéticos que deberia tener una
molécula para actuar como inductora en las hojas de banano,
entre los cuales cabe resaltar su origen natural, la ausencia
de toxicidad, su amigabilidad con el medio ambiente, dispo-
nibilidad para satisfacer un mercado del orden de toneladas,
asi como su caracter renovable.

De millones de sustancias candidatas se seleccionaron diez,
de las cuales cinco fueron sometidas a ensayos en vivero en
la zona de Urab4, con la colaboracion de CENIBANANO.
Tres moléculas mostraron una alta capacidad para controlar
la Sigatoka Negra (Echeverri et al., 2006); una de ellas se
selecciond entonces para estudios en plantaciones de banano
de Colombia, durante dos afios mas (Rodriguez et al., 2010).

Los resultados hallados indicaron un nivel de proteccion si-
milar o superior al de los fungicidas comerciales Tridemorf,
Ditane y Clorotalonil, pero con frecuencias de aplicaciones
reducidas a la mitad y concentraciones efectivas muy infe-
riores (Figura 3).

Trademorph 0.4

Dithane 1.25

——
CONTROL

-
Chiorotalomil 1.25

Figura 3. Efectos protectantes de dos inductores de fitoalexinas (SAS10 y SAS4) en hojas de banano, contra M. fijensis en el modelo de hoja
simple. Parte izquierda de la hoja tratada con el inductor; parte derecha, sin tratar. Nétese la resistencia al clorotalonil.
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La accion no biocida fue demostrada a partir de las siguien-
tes evidencias:

e Practicamente usencia de efectos de la sustancia induc-
tora de fitoalexinas sobre la germinacién de ascosporas
y crecimiento del tdbulo germinativo de M. fijensis,
tanto de cepas de laboratorio, como colectados en plan-
taciones afectadas.

. Extractos de hojas tratadas con el inductor provocaron
una reduccién del crecimiento del tibulo germinativo
de M. fijensis en un 70%, pero no hubo efectos sobre
la germinacién de las ascosporas. Esto explica porque
en los cultivos siempre hay Sigatoka Negra, pero en
niveles fitopatolégica y econémicamente manejables.

. Por CCF y HPLC/EM, se detect6 la presencia de nue-
vas sustancias en extractos de hojas tratadas con el in-
ductor, cuya estructura corresponde a fenalenonas re-
portadas como fitoalexinas.

Finalmente, para demostrar la inocuidad del inductor sobre
la produccién de fruto, se llevo a cabo un ensayo, desde plan-
tula hasta planta con fruto; ademas de no afectar su calidad
y productividad se observo que durante todo este periodo de
tiempo (6 meses) habia un nivel muy bajo de la enfermedad,
con hojas fotosintéticamente viables y renovadas, a diferen-
cia de las plantas no tratadas, en las cuales predominaban las
hojas necrosadas por la Sigatoka Negra (Figura 4).

Posteriormente, y debido a que existen variantes en los cul-
tivos de banano y cepas del hongo, se realizaron ensayos de
campo adicionales en otros paises productores de banano,
como Republica Dominicana, Ecuador, Costa Rica y Méxi-
co; en 2010 se solicito la patente (Echeverri et al. 2010) que
ya esta aprobada en varios paises. El rango de aplicabilidad
abarca desde cultivos normales hasta aquellos que tienen cer-
tificacion o que estan en el rango de los organicos, y ademas
se puede emplear intercalado con los pesticidas sintéticos.

El usoy la aplicacion

No basta tener una buena idea, una estrategia investigativa
impecable y unos resultados positivos, pues para poder co-
mercializar el producto se necesitan varios requisitos adicio-
nales:

. Tener el producto formulado, de tal manera que se ga-
rantice el maximo de efectividad y reproducibilidad de
los resultados.

*  Obtener el registro de venta en el pais que se quiera co-
mercializar. En Colombia, a grandes rasgos se requiere:

+ Validar los métodos quimicos de analisis en un labo-
ratorio acreditado ante la autoridad nacional compe-
tente.

Figura 4. Efecto protectante después de 6 meses de tratamiento. Izquierda plantas sin aplicaciones, con
muchas hojas necrosadas; derecha, plantas tratada, menor incidencia de la enfermedad.
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+ Demostrar sus efectos biologicos, a través de ensa-
yos de campo y de laboratorio. Esto Gltimo es re-
lativamente facil cuando se trata de un fungicida,
pues los ensayos in vitro se ejecutan sobre cajas de
petri, pero cuando es un inductor de defensas como
en este caso, la situacion es mas compleja, ya que la
respuesta, COmo ya se menciond anteriormente, es
indirecta: no es el inductor el responsable de la pro-
tecciodn, sino las sustancias producidas por la planta,
bien sea a través de fitoalexinas o activando otros
mecanismo de defensa.

+ Demostrar la inocuidad de los ingredientes.

¢ Usualmente, pueden surgir otros requisitos, como
por ejemplo, un concepto de la autoridad ambiental
sobre posibles riesgos asociados o derivados del uso
y aplicacion del producto que se desea registrar.

. Penetrar un mercado, en el cual hay cierta prevencién
por la innovacién.

Hay un punto importante a resaltar; actualmente se prefie-
ren las sustancias que no posean una accion biocida sobre
aquellas que tengan ese mecanismo de accion y ademas que
sean de origen natural. Si bien los productos naturales no es-
tan totalmente exentos de riesgo y toxicidad, el uso habitual
documentado dentro de practicas etnoculturales del tipo cos-
mético, alimenticio o terapéutico disminuye algunos ensayos
y analisis asociados a la solicitud de registro. Sin embargo,
bajo condiciones normales, los tiempos necesarios para cum-
plir esos requisitos pueden llegar a ser hasta casi el 50% de lo
empleado en los ensayos de campo y de laboratorio, lo que
indica que para un promedio de 4-5 afios de investigacion,
puede haber mas de 2 afios de tramites. No importa que exis-
ta una evidente urgencia por nuevos productos para contro-
lar una enfermedad que disminuye la produccion, rebaja las
importaciones, atente contra el medio ambiente y ponga en
riesgo centenares de empleos.

Conclusiones

La ciencia siempre ha generado resultados tangibles y Utiles
para la sociedad, a corto, mediano o largo plazo; a la vez que
crea nuevas preguntas e hipotesis concernientes a la investi-
gacion basica. Es la capacidad analitica de algunas personas
y el olfato de oportunidad de otros, lo que permite definir
cuando un resultado puede migrar de lo meramente cientifico
hacia su uso y cuando hacia la generacion de conocimiento.

A diferencia del proceso cientifico, varios interrogantes de
la vida diaria se plantean antes de tratar de llenar un vacio
técnico o tecnoldgico, que trascienden mas alla de la demos-
tracion cientifica de sus fundamentos y de su viabilidad:

. Que tan novedoso es el proceso o producto?
e Cual es la demanda actual y la potencial a mediano plazo?
* A quién le interesa?

*  Cuales ventajas tiene sobre los productos actuales en
el mercado?

. Que tan accesible es obtener la materia prima, a que
costo, y con qué rapidez?

. En cuales otros campos tiene aplicacién?

Burocraticamente no es facil hacer investigacion aplicada
en las Universidades y centros de investigacion, mas disefia-
dos para lo que realmente son, centros de saber y formacion.
Demasiada burocracia, exceso o defecto de reglamentacion,
falta de directrices, distanciamiento con las empresas, ausen-
cia de experiencia en apropiacion del conocimiento, carencia
de validacion de oportunidades y ortodoxia. Y no solamen-
te alli, pues otros centros de investigacion, paradéjicamente
privados, mantienen altos niveles de autosuficiencia que les
impide analizar nuevas perspectivas y estrategias para solu-
cionar los problemas que deben acometer.

También dentro de ese contexto investigativo y tecnologi-
co, muchos insumos de investigacion (reactivos, medios de
diagnosticos, Kits, repuestos, solventes, equipos) y aun de
produccion son escandalosamente caros y dificiles de obte-
ner. Los grandes laboratorios fabricantes de esos insumos es-
tan relativamente cerca: New York por ejemplo, esta a solo 6
horas de los laboratorios de investigacion de Medellin, pero
ameses y millones de la DIAN y de otros tramites institucio-
nales y nacionales.

Otros casos similares en los cuales se hace efectivo el uso de
la Biodiversidad y de los productos naturales estdn actual-
mente en desarrollo o son productos, contra Roya del café,
Mildeo de flores y Pudricion Gris del Tomate. En alimentos
y bebidas con nuevos Colorantes y Surfactantes, y en farma-
cologia, con nuevas sustancias Leishmanicidas y Regenera-
dores Neuronales.
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GEOLOGIA

BIOESTRATIGRAFIA DE LA FORMACION CANSONA EN
LA QUEBRADA PENITAS, CINTURON DE SAN JACINTO.
IMPLICACIONES PALEOGEOGRAFICAS

BIOSTRATIGRAPHY OF THE CANSONA FORMATION AT
QUEBRADA PENITAS, SAN JACINTO BELT. PALEOGEOGRAPHIC
IMPLICATIONS

Hernando Dueiias Jiménez PhD.*, Clemencia Gomez Gonzalez PhD.**

RESUMEN

Duefias Jiménez H., C. Gomez Gonzalez: Bioestratigrafia de la Formacién Cansona en la quebrada Peiiitas,
cinturon de San Jacinto. Implicaciones paleogeogréficas. Rev. Acad. Colomb. Cienc. 37 (145): 527-539, 2013.
ISSN 0370-3908.

En este trabajo se presentan los resultados de los andlisis bioestratigraficos de trece muestras de la Formacion
Cansona recolectadas a lo largo del Quebrada Peilitas, la cual corta el nicleo del Anticlinal de Chaldn que que-
da localizado en el Cinturén de San Jacinto, regién Caribe Colombiana.

Con base en la informacién obtenida, se les asigna a los sedimentos de la Formacién Cansona una edad Creté-
ceo Tardio. A la parte basal de la seccién analizada se le asigna una edad Campaniano Tardio a Maastrichtiano
Temprano. A la parte superior, se le asigna una edad Maastrichtiano Tardio. La totalidad de los sedimentos
analizados fueron depositados en ambientes marinos cercanos a la costa, los cuales recibieron gran aporte de
terrigenos. Se observa una somerizacion de la cuenca de depdsito a medida que se asciende estratigraficamente.

La microfauna recolectada solo incluye foraminiferos benténicos de amplio rango estratigrifico dentro del
Cretédceo Tardio, los cuales son indicadores de ambientes marinos, pero poco aportan a la definicion de edades.

De las muestras analizadas de la parte superior de la Formacién Cansona, fue posible recuperar buenas aso-
ciaciones de Polen y de esporas, las cuales incluyen Buttinia andreevi, Zlivisporites blanensis y Proxapertites
humbertoides entre muchos otros. Esta asociacion de palinomorfos nos permite determinar que la parte superior
de la secuencia estratigrifica analizada pertenece a la Zona de Proteacidites dehaani (Germeraad et al., 1968)
de edad Maastrichtiano Tard{o.

Muy buenas asociaciones de dinoflagelados fueron recuperadas de las muestras analizadas de la parte inferior
de esta secuencia. Estas asociaciones de palinomorfos se caracterizan por la co-ocurrencia de especies de los

* BIOSS SAS hdjbioss@yahoo.com
**  Agencia Nacional de Hidrocarburos(A.N.H.). Ggc06@Anh.gov.co
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Introduccién

géneros Andalusiella, Cerodiniumy Senegalinium lo cual es indicativo de que estos sedimentos pertenecen al
Paleocinturén Tropical (Malloy Suite) establecido por Lentin y Williams (1980).

Asociaciones palinoldgicas similares a las obtenidas de muestras de la Formacién Cansona, en la Quebrada
Peiiitas, han sido reportadas a lo largo y ancho de la cordillera oriental (Fig. 4).

En la regién del Cinturén de San Jacinto durante el Cretdceo Tardio, se presenté un mar tropical somero (mar
Cansona) que se encontraba interconectado con los mares que permitieron el depésito de los sedimentos de las
Formaciones Col6n, Umir y Formaciones equivalentes.

Por primera vez se reporta la presencia de sedimentos pertenecientes a la zona de Proteacidites dehaani y del
denominado Paleocinturén Tropical al occidente de la Sutura de Romeral.

Palabras clave: dinoflagelados Cretaceo Superior, Formacién Cansona, Foraminiferos, Paleo-ambiente, Pa-
leocinturon Tropical.

SUMMARY

In this paper the results obtained from the biostratigraphical analysis of 13 samples from the Cansona Formation
are presented. These samples were collected along the Quebrada Peiiitas. The Quebrada Peiiitas cuts through
the core of the Chalan anticline and it is located on the San Jacinto belt of the Caribbean region of Colombia.

Based on the information obtained, it is possible to assign a Late Cretaceous age to the Casona Formation. For
the lower part of the analyzed section, it is possible to assign a Late Campanian to Early Maastrichtian age.
For the upper part, we assigned a Late Maastrichtian age. According to the micropaleontological content, all
of the analyzed sediments were deposited on shallow marine near-coast environments, which received a great
influx of terrigenous material. It is possible to observe a shallowing of the basin as we ascend stratigraphically.

The microfauna collected includes only long-range Cretaceous benthonic foraminifera, which are indicative of
marine environments but do not contribute much in assigning a more precise age.

From the analysed samples of the upper part of the section, it was possible to obtain good assemblages of pollen
and spores, including Buttinia andreevi, Zivisporites blanensis and Proxapertites humbertoides, among many
others. These assemblages allow us to assign to this part of the section a Late Maastrichtian age, and assume
that these sediments belong to the Proteacidites dehaani zone (Germeraad et al., 1968).

Very good assemblages of dinoflagellates were recovered from samples collected on the lower part of the
analysed section. They are characterized by the co-occurrence of species of the genera Andalusiella, Cerodi-
nium and Senegalinium, which are indicative that these sediments belong to the Tropical Paleo-Belt (Malloy
suite), as established by Lentin and Williams (1980).

The palynological assemblages similar to those recovered from sediments belonging to Quebrada Pefiitas have
been widely reported throughout the Eastern Cordillera. During the late Cretaceous Period there was a shallow
Tropical sea (Cansona Sea), in the San Jacinto belt region, that was interconnected with the seas that allowed
the deposition of the sediments belonging to the Colon, Umir, and equivalent Units.

In this paper is reported, for the first time, the presence of sediments belonging to the Proteacidites dehaani and
to the Tropical Paleo-Belt located west of the current Romeral Fault.

Key words: upper Cretaceous Dinoflagellates, Cansona Formation, Foraminifera, Paleoenvironment, Tropical
Paleo-Belt.

El Cinturon plegado de San Jacinto, es una faja orogénica (Fig.1).
que corre paralela a la costa del Caribe en la parte Nor-Oc-

cidental de Colombia. Limita al Occidente con el cinturén
plegado del Sind (Cuenca del Sind). Al Oriente lo bordea

la Falla (Sutura) de Romeral que, al mismo tiempo, le sir-
ve de limite con la Cuenca del Valle Inferior del Magdalena

El término estratigrafico Formacion Cansona (Notestein &
Aitken (1929); en Duque Caro et al., 1996) hace relacién
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Figura 1. Localizacién regional y mapa geoldgico del anticlinal de Chaldn

a una secuencia de 230 m de espesor que aflora en el Cerro
Cansona (Departamento de Bolivar), localizado a 35 km al
Noroccidente de la poblacion de Chalan. En el area de es-
tudio, la Formacidén Cansona aflora formando el nucleo del
anticlinal de Chalén (Fig.1). Con base en la microfauna re-
cuperada de muestras provenientes de varias secciones en el
Cerro Cansona, la Texas Petroleum Company le asigno a la
Formacion Cansona en 1942 (Duque Caro, 1972) una edad
de Santoniano a Maastrichtiano, y un ambiente de depdsi-
to marino somero. Hacia la parte inferior de la formacién,
la Texas Petroleum report6 la co-ocurrencia de Heterohelix
globulosa, Globotruncana spp., Bulimina spp., y Globige-

rinoides spp. Hacia el tope reportd la comun presencia de
Siphogenerinoides cretacea. En los estudios llevados a cabo,
la microfauna recobrada de las muestras de la Formacion
Cansona en la Quebrada Pefiitas se compone exclusivamente
de foraminiferos bentonicos, lo cual nos ha impedido corro-
borar la edad asignada por la Texas Petroleum Company.

En todos los sitios de afloramiento, las rocas de la Forma-
cién Cansona se presentan como pequefios remanentes sedi-
mentarios aislados tecténicamente. Duefias & Duque (1981)
mencionan que los sedimentos de la Formacion Cansona
descansan discordantemente sobre basamento de tipo oceéa-
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nico (i.e., sobre las Peridotitas de Planeta Rica). Por su parte,
Clavijo & Barrera (2001) mencionan que estos sedimentos
se encuentran en contacto directo con unas diabasas de textu-
ra amigdaloide (Fig. 2). Posterior al deposito de las rocas de

la Formacion Cansona, se presenta el inicio de la Orogenia
Pre-Andina (Duque Caro, 1972), razon por la cual el contac-
to superior con la suprayacente Formacion Arroyo Seco es
claramente discordante (Fig. 2).
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Figura 2. Columna estratigréfica generalizada pra el cintur6n de San Jacinto.
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Muestras de la Formacion Cansona provenientes de varias
secciones han sido analizadas por métodos geoquimicos, re-
portando valores de carbono organico total que varian entre
el 2y 12% (con promedios de 4%). El querdgeno predomi-
nante es tipo | y Il (i.e., de origen marino). Los valores de
reflectancia de vitrinita alcanzan 0.77%, y las temperaturas
maximas de pirolisis estan alrededor de 440°C. Estos valo-
res geoquimicos permiten considerar a los sedimentos de la
Formacion Cansona como las rocas generadoras de hidro-
carburos del Sistema Petrolero del Cinturén plegado de San
Jacinto (Bioss, 2005).

Materialesy métodos utilizados

La Formacion Cansona aflora en el nucleo del anticlinal de
Chalén. En la parte mas norte del Anticlinal de Chalan, la
Quebrada Pefiitas atraviesa una seccion de 152 metros per-
teneciente a esta formacion (Fig.1). Por su parte, la Figura 3
presenta la columna estratigrafica levantada a lo largo de la
Quebrada Peiiitas. En ella se localizan las trece muestras que
fueron preparadas y analizadas por métodos palinolégicos
y micropaleontoldgicos. Adicionalmente en esta grafica, se
presentan las edades establecidas para estos sedimentos y la
subdivisién palinoldgica propuesta.
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Figura 3. Columna estratigrifica de la Formacién Cansona en la quebrada Peifiitas.
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apertura. Las placas de estudio se montan utilizando balsamo
La distribucion estratigrafica de palinomorfos se presenta-
graficamente en las Tablas I y I1. La Tabla I presenta la distri-
bucién estratigrafica de palinomorfos de origen continental
(i.e., Poleny Esporas), mientras que la Tabla Il relaciona los
palinomorfos de origen marino (i.e., Dinoflagelados, Micro-
foraminiferos, Escolocodontos, y Acritarcos). En las Plan-
chas fotograficas 1 y 2 se presentan algunos de los palino-
morfos més in

de Canada.
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Tablal. Distribucidn estratigrafica de Polen y Esporas de la Formacién Cansona en la quebrada Peiiitas.
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Las muestras seleccionadas para determinaciones palinolo-
gicas fueron preparadas utilizando el método de disgrega-
sedimentoldgicos de las rocas, eliminando el cemento que
los une. Para ello se utiliza Acido Clorhidrico, Acido Fluor-
hidrico y Acido Nitrico, y posteriormente se separa la frac-
la parte orgénica queda suspendida en el agua. La parte or-
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Xenascus ceratoides (400x) Palaeohystrichophora infusorioides Dinogymnium undulosum

Plancha 1
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Tablalll. Distribucién estratigrafica de microfauna de la Formacion Cansona en la quebrada Peiitas.
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Las muestras para estudios micropaleontoldgicos se prepara-
ron utilizando métodos convencionales. La Tabla Il presen-
ta la distribucion estratigrafica de la microfauna encontrada.

Bioestratigrafia

De todas las muestras preparadas por métodos palinolégicos
fue posible recuperar muy buenas asociaciones de Esporas
Triletes que incluyen esporas de los Géneros Echitriletes, Ve-
rrutriletes, Cyathidites, Polypodiaceoisporites y Baculatis-
porites entre otros. Todas las muestras analizadas correspon-
dientes a esta seccion estratigrafica presentan valores altos
de esporas de los géneros antes mencionados. La presencia
comun de estos palinomorfos en todas las muestras analiza-
das es base para sugerir que estos estratos fueron depositados
bajo unas condiciones sedimentarias similares, en las cuales
el aporte de elementos de origen continental no solo fue el
mismo, sino que fue tambien abundante en todos los casos
(Tabla I).

Las asociaciones palinologicas recuperadas incluyen la
presencia de granos de polen de las especies Proxapertites-
humbertoides, Spinizonocolpites baculatus, Spinizonocol-
pites echinatus, Echimonocolpites ruedae y Ulmoideipites
krempii entre otros. De gran importancia estratigrafica es la
presencia de Buttinia andreevi (Tabla 1), la cual presenta su

primera aparicion en la base del Maastrichtiano Tardio (Sar-
miento & Guerrero, 2000) y su punto de extincion hacia el
tope del Maastrichtiano Tardio (Germeraad et al., 1968). La
presencia de Buttinia andreevi nos permite por lo tanto deter-
minar una edad Maastrichtiano Tardio para la parte superior
(50 a 152 metros) de la seccion analizada de la Formacion
Cansona (Fig.3). Asi mismo, Buttinia andrevii es uno de los
elementos mas caracteristicos de la zona de Proteacidites de-
haanii establecida por Germeraad et al. (1968).

Las muestras analizadas de la Formacion Cansona también
se caracterizan por presentar abundantes y diversas asocia-
ciones de Dinoflagelados, y pobres asociaciones de Forami-
niferos Bentdnicos. La presencia de estos elementos de ori-
gen marino junto con la abundante presencia de microflora
de origen continental nos permite determinar que los sedi-
mentos de la Formacion Cansona en la Quebrada Pefiitas,
se depositaron en un ambiente marino cercano a la linea de
costa, el cual recibia un gran aporte de terrigenos.

La parte mas inferior de la secuencia estudiada (0 — 50 m)
se caracteriza por la co-ocurrencia de dinoflagelados de gran
importancia estratigrafica tales como:

e Odontochitina operculata y Xenascus ceratoides, pa-
linomorfos creticicos de amplio rango estratigrafico



536

REV. ACAD. COLOMB. CIENC.: VOLUMEN XXXVII, NUMERO 145 - DICIEMBRE 2013

cuyas ultimas apariciones se reportan al tope del Maas-
trichtiano Temprano (Williams & Bujack, 1985).

e Palaeohystrichophora infusorioides, dinoflagelado cre-
tacico de amplio rango estratigrdfico cuya ultima apa-
ricién ha sido reportada en el Maastrichtiano Temprano
por Williams & Bujack (1985), y Williams et al., (1993).

Con base en la presencia de estos dinoflagelados, podemos
asignarle a los sedimentos de la parte inferior de la Forma-
cién Cansona (0 a 50 metros) una edad “no mas joven que
Maastrichtiano Temprano”.

Varios de los dinoflagelados que acompafian a O. operculata
y a X. ceratoides presentan puntos de aparicién en la parte
superior del Campaniano Tardio, ellos son:

e Spiniferites multibrevis, cuyo punto de aparicién se
reporta en el limite Campaniano-Maastrichtiano
(Schrank, 1987).

e Cerodinium diebelli, presenta su punto de aparicién en
el Campaniano Tardio (Lentin & Williams, 1980; Wi-
lliams & Bujack,1985).

e Palaeocystodinium australinum, presenta su ocurrencia
mds baja en la parte més superior del Campaniano (Wi-
lliams & Bujack, 1985).

e Cerodinium granulastriatum presenta su ocurrencia
més baja en el Campaniano (Sarmiento & Guerrero,
2000; Schrank, 1987).

e Senegalinium bhicavatum y Andalusiella mauthei, los
cuales presentan sus puntos de aparicién en el Campa-
niano Tardio (Sarmiento & Guerrero, 2000).

Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, podemos
concluir que la edad de la parte mas baja de la seccion anali-
zada de la Formacion Cansona (0 a 50 metros) es Campania-
no Tardio a Maastrichtiano Temprano (Fig. 3).

En forma general, se observa en las graficas de distribucion
de palinomorfos, la disminucién de la densidad de los di-
noflagelados a medida que se asciende en sentido estrati-
grafico, asi como el incremento de los elementos de origen
continental. Esto sugiere una somerizacion de la cuenca a
medida que se asciende estratigraficamente. Esta someri-
zacion apoya la idea generalizada de una regresion, que se
presenta al final del Cretaceo en la parte Noroccidental de
Sur-Ameérica.

Asociaciones de palinomorfos similares a las recuperadas de
las muestras de la Formacion Cansona, en la Quebrada Pe-

fiitas, han sido reportadas a lo largo y ancho de la Cordillera
Oriental (Fig. 4) por autores tales como:

. Formacién Colén: Duefias (1989); Yepes (2001); Ger-
meraad et al. (1968).

. Formacion Molino: Duefias (1989)

. Formacién Mito-Juan: Yepez (2001); Germeraad et al.
(1968)

. Grupo Guaduas: Sarmiento (1992); Sarmiento & Gue-
rrero (2000)

. Formacién Umir: Germeraad et al. (1968)
. Formacién La Paz: Germeraad et al. (1968)

Lo anteriormente expuesto es base para sugerir la presencia
de un ambiente marino somero durante el Cretaceo Tardio,
que permitio el depdsito de sedimentos similares a lo largo
de la Cordillera Oriental, asi como en la region del Anticlinal
de Chalan, que esta localizado al Occidente de la Sutura de
Romeral.

Implicaciones paleogeograficas

El Cinturén de San Jacinto, en donde aflora la Formacion
Cansona (Anticlinal de Chalan) queda localizado al occiden-
te de la Sutura de Romeral, la cual es considerada el limite
entre varios Terrenos Geologicos (Fig. 1). El basamento al
occidente de la Sutura de Romeral es de origen volcéanico ba-
sico, mientras que el basamento al oriente estd conformado
por rocas igneas félsicas. La gran mayoria de las reconstruc-
ciones paleogeograficas (Villamil, 1999) consideran que du-
rante el Cretaceo Superior, los Terrenos Geoldgicos a ambos
lados de la Sutura de Romeral evolucionaron geol6gicamen-
te de forma aislada.

La presencia de afloramientos de sedimentos marinos some-
ros del Cretaceo Tardio en el Anticlinal de Chalan, directa-
mente correlacionables en tiempo y en ambiente de deposito
con estratos de formaciones aflorantes al oriente de Romeral,
indica claramente que la propuesta de un aislamiento de es-
tos terrenos geologicos durante el Cretdceo Superior no es
correcta.

Por primera vez se reporta la presencia de sedimentos perte-
necientes a la zona de Proteacidites dehaani (Paleocinturon
Tropical) al occidente de la denominada Sutura de Romeral.
En la Figura 5, se presenta un esquema geoldgico regional de
la distribucién de los sedimentos del Maastrichtiano Tardio
en Colombia, en el cual se incluye las areas de afloramiento
de la Formacion Cansona.
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@ Quebrada Pefiitas
Fm. Cansona
Duefias & Gémez

(@ Cuenca Catatumbo
Fm. Colén
Duefas 1987

@ Cuenca Cesar
Fm. Molino
Duefias 1987

@ Seccién Rio Molino
Fm. Col6n
Yepez (2001)

@ Seccion Riecito Mache
Fm. Col6n
Germeraad etal (1968)

(® Pozo Concepcion 154
La Paz Shale
Germeraad etal (1968)

@ Lago de Maracaibo
Area Central Norte
La Paz Shale
Germeraad etal (1968)

Seccidén Rio Tucuco
Fm. Col6n
Germeraad etal (1968)

(@ seccion Rio Mullapas
Fm. Col6n
Germeraad etal (1968)

Seccién Rio Loro
Fm. Col6én Mito Juan
Yepez (2001)

® ® ® 6

Quebrada La Mora
Fm. Col6n
Germeraad etal (1968)

Seccién Camino Rubio
Fm. Col6n Mito juan
Germeraad etal (1968)

Fm. Guaduas
Sarmiento ((1994)

Seccién Rio Lebrija
Fm. Umir
Germeraad etal (1968)

Seccién Pie de Monte Llanero
Fm. Guaduas
Sarmiento & Guerrero (2000)

Figura 4. Distribucién de sedimentos pertenecientes a la zona de Proteacidites dehanni Germeraad et al., (1968)
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Figura 5. Mapa paleogeografico del Maastrichtiano. Adaptado de Villamil, 1999 y Higgs, 2009

Conclusiones tadas en sedimentos correlacionables en edad y ambientes
de deposito aflorantes a lo largo y ancho de la Cordillera

Con base en las asociaciones de palinomorfos recuperadas, Oriental.

se asigna una edad Cretaceo Tardio a los sedimentos de la

Formacion Cansona, los cuales fueron depositados en un Desde el punto de vista paleogeografico, la presencia de los

ambiente marino somero cercano a la linea de costa. Estas sedimentos de la Formacion Cansona al occidente de la Su-

asociaciones de palinomorfos son muy similares a las repor- tura de Romeral indica que los Terrenos Geologicos a am-
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bos lados de la Sutura de Romeral no evolucionaron durante
el Cretaceo Tardio en forma independiente. Por lo tanto, es
muy importante entender qué fuerzas tectonicas aislaron el
blogue del Anticlinal de Chalan, y como actuaron dichas
fuerzas durante la evolucion del Caribe colombiano.
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In this paper we present, with a pedagogical aim, a method to calculate the associated Legendre functions and
polynomials. The method uses stable recurrence relations involving these functions.

Keywor ds: legendre associated functions, Legendre polynomials, recurrence relations, stability.

RESUMEN

En este trabajo se presenta, con una finalidad pedagégica, un método para evaluar funciones y polinomios de
Legendre. El método utiliza relaciones de recurrencia estables que involucran a estas funciones.

Palabras clave: funciones asociadas de Legendre, polinomios de Legendre, relaciones de recurrencia y esta-

bilidad.

I ntroduction

Spherical harmonic functions and associated functions of
Legendre of the first and second kind (P,fm) (2), Q,(lm) (2)

[1,2] are related to most of the special functions of mathema-
tical physics. For example, they appear in the computation

faces [5], and in the characterization of some forms of elec-
tromagnetic radiation [6]. Apart from these works, we refer
to the reader to [11,12,13] and references therein for other
applications and the recent discoveries about Legendre’s
functions. They are solutions of Legendre’s equat.

of atomic electron configurations [4], in the representation of 42w dw m2

. . . . 2 —
electromagnetic fields in materials and at surfaces and inter- (1-27) dzZ 2z dz +[n(n+1) - 1— 22 w=0. (1)
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Solution of this equation are analytical in z, n and m. Usua-
lly nis called the degree and m the order. Solutions of this
equation are polynomials for n integer and even, and min-
teger such that 0 < m < n. In the case of n odd they are not
polynomials, although the whole set of solutions are known
as Legendre Polynomials. If m= 0, then the solution are the
well-known Legendre polynomials. Usually, when one uses
these functions in applied problems, it is necessary to com-
pute them for all n, m in a wide range, which is computatio-
nally expensive.

In the case of Legendre’s Polynomials, there exists an ex-
plicit form of the polynomials P (2), given by the formula of
Rodrigues,

dn
- 2mn! dzn

(22— 1). @)

F.(2)

Expanding this formula, one obtains,

& (2n — 2Kk)! 3)
@ =) (- D" rICEET TR
k=0

where [n/2] is the integer part of the number n/2.

Whereas for small values of n, the computation of Legendre’s
polynomials using (3) is trivial, when N » 1 several accuracy
and stability problems arise. One should be tempted to use
the recurrence relation,

MM+ P (2)—2n+1)zP(2) +nPr_1(2) =0, 4

since P (2) = 1 and P,(2) = z However, the ascending recur-
sion formula (4) is also unstable. This is related to the fact
that in the interval (-1,1) the norm of the polynomial ||P (2)||
diminishes as 1/4/(n) [6]. In other words, the use of a recur-
sion that produces a monotonically descending sequence in
norm, leads to a rapid accumulation of round-off errors.

In this paper we present a suitable algorithm to compute the
associated Legendre functions P_™(2), which includes as es-
pecial case the Legendre polynomials P (2). In fact, P (2) =
P ™(2) for m= 0 and n integer, since [1]

P™M(z) = (1 - 227 % 5)

The formula (4) is computationally stable for the regular
solutions P (2) of Legendre’s equation (1) using backward
recursion. In this case, as the norm of polynomials P (2) and
P_,(2) is smaller than the norm of P__(2), there is not round-
error accumulations. As there are not cancellations, the fini-
teness of the mantissa does not influence in the error of each
step in the recursion.

Of course, if backward recursion has to be applied by using
(4), one needs initial values P,(2) and P, ,(2). The evaluation
of these values is very expensive for great values of N using
formula (3). Furthermore, the computational implementation
of (3) generates additional problems, related to the round-off
error and also to accumulation of error in the subtraction of
closed values.

The computation of the associated Legendre functions P (™
(2 in physical and/or engineering problems results as fre-
quent as those of Legendre polynomials P (2), so it is very
useful that the algorithm computes both the polynomials and
functions. Following the same strategy of [7,9,10] it is pos-
sible to find the functions P (™(2) and the polynomials P (2)
in an unified algorithm.

Solutions of equation (1) [8] are subordinated to the recur-
sion relations

m—m+1DPT(2) - 2n+ 1)zP™(2) + (n + m)P™ ()= 0, (6)

and

PI™D(z) — 2(m + 1)

— B D(2) + (= m)(n+m+ DR (2) =0, (7)
4

where initial values are given by

P™(z) = % (122, (8)
and
ey« @0 n-1
b 1(Z)_Zn.n!~11'z'(1_zz)2' 9)

However, recursion (7) is computationally unstable bac-
kwards. The nature of this instability is the same as in the
forward recursion (3) for Legendre’s polynomials P _(2). This
is a consequence of the rapid accumulation of error on the
computed value Y, from the standard trinomial recursion re-
lation

Yn+1(2) = Pp(@)yn(2) + qn(2)yn-1(2). (10)

The associated function of Legendre P ™(2) is analytic on m,
-N < m < n, and for a fixed value of n, the norm ||P ™(2)||
monotonically increases with m. Connection between the as-
sociated functions of Legendre for the negative and positive
valuesmit is given by the relationship, [1]

pmi, (2= ImDY pImD () (11)

(=ImD — (_

From the formulas (8), (9), (11) it follows that

FEE )
Prgi—n)(z) = —2nz(1 — Zz)—%PrS—n)(Z)_ (13)
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Using (11), (12) and (13) it is possible to find the initial va-
lues P ("(z), P ")(2), which permits to compute Legendre
P M(2) for all |m < n on the basis of the steady ascending
recursion (7).

As a particular case, this formula is also useful to compute
P%(2) which can be readily used to compute P%(2) backwards
in a very fast and accurate way. Moreover, the error of the
algorithm can be estimated by & = | P2*(2) - 1| and & =
| P (2) - Z. In Figure 1a and 1b we plot the errors for initial
n= 100 and n= 30. Both errors are in the range 104, i.e. clo-
se to the round-off error. As we can see from Fig. 2, typical
time for a run is in the range of seconds for 10.000 points.

A last question: as we want to present this work with a
methodological point of view, we only sketch the main pro-
blems of Legendre recurrence formulas. We refer to [11] or
[14] for more formal comparisons.

Codes developed

The subroutine flgndr computes accurately the values of
Legendre’s function for any z € (-1,1) and all minteger in-n
< m < n. The maximum possible nis 120. This limitation
is due to the small value of R5*, which cannot be accurately
described in double precision.

In this subroutine, zis a column vector containing the points
where Legendre’s functions are going to be calculated, and n
is the degree. Output is a matrix, pnm, of size [length(z), 2n
+ 1] containing the values of P ™for -n < m < n.

function pnm = flgndr (z,n)
nz = length(z);

pnm = zeros (nz,n+l);

fac = prod(2:n);

sqz2 = sqgrt((1.0-z.%z));

hsgz2 = 0.5*sqgz2;

ihsqgz2 = z./hsqz2;
18 . . . ; . '

_F

1.6 ;‘5'
14 '-.'E'F

04 o

20 40 &0 BD 100 120 140
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Figure 2. Computation time depending on the degree for 10000
points

Figure 1. Error on the computation of P(2) (circles) and P (2) (asterisks). The backward recursion starts at n = 100 (left) and n = 30 (right).
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if (n==0)
pnm(:,1) = 1.0;
return

end

if (n==1)
pnm(:,1) = -0.5*sgz2;

pom(:,2) = z;
pnm(:,3) = sgz2;
return

end

pnm(:,1) = (1-2*abs (n-2*floor(n/2)))
*hsqgz2.”n/fac;
pnm(:,2) = -pnm(:,1)*n.*ihsgz2;
for mr=1:2*n-1

pnm(:,mr+2)=(mr-n) .*ihsqgz2.
*pnm (:,mr+l) - (2*n-mr+1l) *mr*pnm(:,mr) ;
end

end

Using the previous routine, it is possible to compute P (2)
and P,(2), which allow us to compute Legendre polyno-
mials. The inputs are the same that in the flgndr function, but
the output contains the values for all the orders from O until
Nn. Thisnis limited in double precision to 120 approximately.

function pn=plgndr (z,n)
pn=zeros (length(z),n+1);

% code

if (n==0)
pn(:,1)=1;
return

end

pnm = flgndr (z,n) ;
pn(:,n+tl)=pnm(:,n+l);

pnm = flgndr (z,n-1);
pn(:,n)=pnm(:,n);

for nc=n-1:-1:1
pn(:,nc)=((2*nc+l)*z.*pn(:,nc+l) -
nc+l) *pn(:,nc+2))/nc ;

end

Conclusion

In this work we have developed and described (with pe-
dagogical aim) an algorithm which computes Legendre’s
functions and polynomials. Testing shows how this method

can compute this function with a maximum error of le-14.
The main limitation is due to the small value of Pn(‘”), which
can be by-passed using 16 bytes precision. A generaliza-
tion of this method to another orthogonal polynomials and
functions are currently in progress.
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