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[A GRANJA:
REVISTA DE
CIENCIAS DE LA VIDA

Estimadas y estimados lectores:

La produccién editorial cientifica se encuentra en una im-
parable carrera, de la cual el Ecuador es participe oficial
desde hace escasos siete afios. El quehacer cientifico e in-
vestigativo de las universidades hoy, mas que nunca, esta
claro y con reglas de juego muy definidas: rankings, fac-
tores de impactos, métricas, por mencionar algunas; son
palabras con las que lidiamos los cientificos todos los dias.
Quienes hacemos este journal, somos conscientes de estos
cambios, y hemos hecho esfuerzos para que los articulos
de nuestros autores tengan la debida visibilidad.

En este contexto, a partir del afio 2014 la Edicién Gene-
ral de la UPS con el respaldo del Consejo de Publicaciones
de nuestra Universidad, se han empefiado en cumplir con
los requisitos indispensables que permitirdn a [A GRANJA
ingresar en corto y mediano plazo a otros indices inter-
nacionales. Entre estos requisitos estan el haber logrado
hospedar a nuestra Revista en Pértico, que es un reposito-
rio de salvaguarda de los articulos publicados; la asigna-
cién del DOI (Digital Object Identifier), que es la numera-
cién tnica que identifica a cada articulo en la web, lo que
facilita su ubicacién en los indices y repositorios; la im-
plementacion del sistema anti-plagio académico Urkund;
la Licencia Creative Comons, que es la forma de presentarse
de la Revista con caracteristicas de Acceso Abierto (Open
Accsses); Sherpa Romeo que consiste en la declaraciéon de
Politicas de Copyrigth (post- print), que aseguran tanto los
derechos de autor, como el acceso libre a cada articulo. To-
dos estos sistemas han sido implementados conjuntamen-
te con el Open Journal System (OJS), sistema informaético de
administracién de la Revista.

IA GRANJA, Revista de Ciencias de la Vida, en esta edi-
cién presenta contribuciones que giran alrededor de las te-
maticas de la fito-tecnologia y la veterinaria. Los articulos
publicados dejan abiertos nuevos conceptos en el campo

Editorial

AB% UNIVERSIDAD
POLITECNICA
YALA |sALESIANA

de las ciencias de la vida, el desarrollo tecnolégico y cien-
tifico en busca del buen vivir.

Asi, la presente edicion empieza con un review elabo-
rado por Ma. Fernanda Guevara y Lennin Ramirez que
nos muestra al Jacinto de agua tanto como amenaza, co-
mo un potencial remediador en aguas. A continuacién
dos productos nacionales de gran interés y potencial nu-
tricional y farmacolégico: el primero el aji, analizado su
contenido de capsaicina en una investigacién de Patricio
Yanez, Christian Larenas y colaboradores, mediante cro-
matografia de capa fina y cromatografia liquida de alta
presion. El segundo producto, la pitahaya, una fruta tro-
pical de caracteristicas tinicas, abordadas en el estudio ela-
borado por Laura Huachi y colaboradores. Mientras que,
Luis Valdez y sus colaboradores presentan una estandari-
zacién de protocolos para la extraccién de ADN cromosé-
mico en cepas de Colletotrichum gloeosporioides aislados en
plantas de mango.

Finalmente en el drea veterinaria tenemos el trabajo
realizado por la Dra. Juliette Cadier quien presenta un es-
tudio sobre la vacunologfa canina en cachorros en la cual
describe las implicaciones del conocimiento actual sobre
el periodo critico inmunolégico. Mientras que Nancy Bo-
nifdz y Fernando Ulcuango realizan un estudio de la Leu-
cosis bovina, en reces de Cayambe.

De esta manera, ponemos a su disposicién y analisis
este grupo de articulos cientificos esperando que éstos cu-
bran sus expectativas y se generen nuevas inquietudes re-
ferentes a los temas abordados.

Estamos seguros que los esfuerzos por mejorar los
procesos editoriales conjuntamente con la calidad de los
articulos harén a la Revista de ciencias de la vida, La Gran-
ja, un instrumento de visibilidad cientifica cada vez de
mayor calidad e impacto.

Fis. Sheila Serrano Ms.C
Editora

Ms.C Pablo Arévalo Ph.D
Director del Area de Ciencias de la Vida

IA GRANJA: Revista de Ciencias de la Vida 22(2) 2015.
© 2015, Universidad Politécnica Salesiana, Ecuador.
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Resumen

El jacinto de agua (Eichhornia crassipes) es una planta acudtica perenne, que se emplea como especie ornamental para los estanques.
Originaria de Brasil, tiene alta capacidad reproductiva y adaptativa, factores que le han permitido estar entre las 10 malezas mds
invasivas del mundo, extendiéndose a mas de cincuenta paises de los cinco continentes, causando efectos adversos sobre la flora y
fauna nativa. Ademds forma densas colonias flotadoras, con el consecuente descenso del flujo de agua en los embalses, reduccion
de cantidad de luz y disminucién de la cantidad de oxigeno disuelto. El principal método de control es aplicacion de herbicidas, sin
embargo, métodos diferentes tienen mayor aceptacion ptiblica (e.g. remocién manual, trituracién y empleo de controladores biols-
gicos entre ellos, gorgojos (Neochetina spp) y carpa forrajera (Ctenopharyngodon idella)). No obstante, sus caracteristicas, mencionadas
como negativas, (p.e. gran capacidad de adaptacion, crecimiento en ambientes contaminados, etc) actualmente estdn siendo muy
estudiadas como herramientas en fitorremediacion ex situ, principalmente como herramienta para la limpieza efectiva de efluentes
contaminados con metales pesados, plaguicidas y colorantes vertidos por varias industrias, abriendo la puerta para la investigacion
a profundidad de esta macrofita.

Palabras clave: Eichhornia crassipes, jacinto de agua, invasividad, métodos de control, fitorremediacién.

Abstract

The water hyacinth (Eichhornia crassipes) is a perennial aquatic plant, it has been used as an ornamental species for ponds. Native
from Brazil, it has high reproductive and adaptive capacities. These factors have allowed E. crassipes to be among the 10 most in-
vasive plants in the world propagating in more fifty countries on five continents, causing adverse effects on the native flora and
fauna. It forms dense floating colonies that decrease the water flow in reservoirs, reducing the amount of light and dissolved oxygen
concentration. Several methods have been applied to control this weed and other introduced aquatic plants. The main one is, is the
herbicides application. However, different methods have greater public acceptance (e.g. manual removal, grinding and use of bio-
logical controls including weevils (Neochetina spp) and herbivorous carp (Ctenopharyngodon idella)). Moreover, their characteristics,
mentioned as negative (high adaptive capacity, growth in contaminated environments, etc.), are being deeply studied as tools in ex
situ phytoremediation, principally as a tool for effective cleaning of effluents contaminated with heavy metals, pesticides and dyes
discharged by various industries, opening new applications for this macrophyte.

Keywords: Eichhornia crassipes, water hyacinth, fitoremediation, control methods, invasivity.

Forma sugerida de citar:  Guevara, M. F. y Ramirez, L. 2015. Eichhornia crassipes, su invasividad y potencial fito-
rremediador. La Granja: Revista de Ciencias de la Vida. Vol. 22(2): 5-11. ISSNp: 1390-3799,
ISSNe: 1390-8596.
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1. Introduccion

El jacinto de agua o lechuguin (Eichhornia crassi-
pes) es una planta acudtica perenne, originaria de la
cuenca del Amazonas y otros cuerpos de agua de la
regién amazoénica (Barrett y Forno, 1982), asi como
de lagos y pantanos del Gran Pantanal del oeste de
Brasil. Sus llamativas y grandes flores de color ptr-
pura o violeta hacen que sea una popular planta or-
namental para los estanques, que flota libremente en
la superficie de aguas tropicales (Seema, 2012). Fue
descubierta en 1823 por el naturalista C. Von Mar-
tius, estudioso de la flora de Brasil. En la actualidad,
Eichhornia crassipes esta distribuido en el trépico y
subtrépico entre los 39°N y 39°S (Arteaga Carrera
et al., 2010).

La importancia de estudiar E. crassipes, consiste
en que esta maleza invasiva plantea multiples pe-
ligros que van desde ecologicos hasta sociales in-
cluyendo temas econémicos, poniendo en peligro
la biodiversidad de multiples ecosistemas a nivel
mundial (Seema, 2012; Mironga, 2006), convirtién-
dose en una de las plantas acudticas mas extendidas
(Barrett y Forno, 1982), ya que ha sido introducida
como plata ornamental para jardines acuaticos en
diferentes regiones del mundo.

En la actualidad su reproduccién principalmen-
te se da en forma vegetativa por medio de la pro-
duccién de estolones, no obstante también se pue-
de dar a través de semillas, con un bajo porcentaje
de germinacioén. El crecimiento de E. crassipes se ve
favorecido por aguas ricas en nutrientes, especial-
mente por nitrégeno, fésforo y potasio. Ademads se
nutre de calcio, magnesio, azufre, hierro, mangane-
so, aluminio, boro, cobre, molibdeno y cinc. Como
se menciond, su capacidad reproductiva es alta, la
biomasa de E. crassipes es capaz de duplicarse en
un mes a través de reproduccién vegetativa, lo que
provoca la formacién de densas colonias flotadoras,
con el consecuente descenso del flujo de agua en los
embalses, y reduccién en la cantidad de luz. Exis-
te una relacién negativa entre la abundancia de E.
crassipes y las concentraciones de oxigeno disuelto
(D.O.), es asi que el contenido del oxigeno es menor
debajo del manto de E. crassipes y puede descender
a cero, causando efectos catastréficos sobre peces y
otros animales (Labrada et al., 1996). En los hébitats
de aguas poco profundas, diferentes especies vas-
culares acudticas invasoras son ingenieras del eco-

sistema con una amplia gama de efectos que inclu-
yen reducciones en la abundancia y diversidad de
las plantas nativas, asi como también modificacio-
nes de hébitats y disminucién de disponibilidad de
presas para los peces propios del ecosistema invadi-
do (Greco y Freitas, 2002; Greenfield et al., 2007).

Asi, cuando una especie invasiva ha estado en
un ecosistema lo suficiente como para convertir-
se en dominante, pueden alterar el funcionamien-
to del mismo. En efecto, esta degradacién del fun-
cionamiento de los ecosistemas es cada vez mds co-
mun para los ecosistemas acudticos, especialmente
en aguas poco profundas, lagunas y lagos tropicales
(Khanna et al., 2012). E. crassipes también suprime el
crecimiento del fitoplancton y otras plantas sumer-
gidas en los ecosistemas acudticos (Lung’Ayia et al.,
2000; Gopalakrishnan et al., 2011). La eutrofizacién
es uno de los mayores inconvenientes que causa E.
crassipes, en Sudamérica cerca del 41 % de los lagos
sufren este problema (Arteaga Carrera et al., 2010).
Es evidente la necesidad de control para reducir el
impacto en los cuerpos de agua, causado por la in-
vasion de especies agresivas.

Otro de los problemas (de tipo socio-ambiental)
que acarrea esta especie acuética es que sirve como
hospedero de larvas de mosquito (Epstein, 1998),
lo que ocasiona ademds de problemas ecoldgicos,
afectaciones econémicas y sociales (Khanna, 2010;
Greenfield et al., 2007). E. crassipes forma densas al-
fombras impenetrables a través de los cursos de
agua y de cuerpos de agua estancada, que ocasio-
na la obstruccién de los canales de riego que puede
generar interferencia con proyectos de energia hi-
droeléctrica y con la produccién de diversos cultivos
(Gopalakrishnan et al., 2011; Milne et al., 2006). Im-
portantes recursos econémicos, que ahondan lo pro-
blemas econémicos ya mencionados, son gastados
en el control de estas plantas acudticas, predominan-
temente a través de la aplicaciéon de herbicidas direc-
tamente a las aguas superficiales (Greenfield et al.,
2007; Gopalakrishnan et al., 2011) que no necesaria-
mente permanecen estéticos. Por citar un ejemplo, el
costo anual de la gestién de E. crassipes en el estado
de la Florida en Estados Unidos asciende a $ 5 mi-
llones (Gopalakrishnan et al., 2011). Lo mencionado
muestra que la invasividad de eta macrofita no solo
acarrea problemas, ecolégicos, ambientales y econ6-

IA GRANJA: Revista de Ciencias de la Vida 22(2) 2015: 5-11.
© 2015, Universidad Politécnica Salesiana, Ecuador.



Eichhornia crassipes, su invasividad y potencial fitorremediador

micos, sino que, estos se pueden extender a una di-
mensioén social provocando reduccién de: fuente de
alimentos, trabajo, y por ende calidad de vida.

Las infestaciones de E. crassipes pueden incre-
mentar su velocidad de propagacién, ayudadas por
las corrientes de agua, y por la falta de conciencia
publica, ya que las invasiones son frecuentemente
causadas por su comercializacién en acuarios, por
venta en viveros y por las actividades nauticas re-
creativas (Toft et al., 2003; Greenfield et al., 2007).

Asi, E. crassipes, ocupa el puesto nimero ocho
entre las diez malezas mas invasivas del mundo (Ar-
teaga Carrera et al., 2010) y es considerada la maleza
acudtica que acarrea mayores problemas ambienta-
les (Gopalakrishnan ef al., 2011).

2. Meétodos de control

Los ecosistemas modificados por zonas urbanas o
por el desarrollo rural pueden sufrir cambios per-
manentes en sus condiciones abiéticas, afectando
negativamente a las especies nativas (Khanna et al.,
2012). Por ejemplo, el incremento de nutrientes en
aguas ha hecho que ecosistemas alterados sean sus-
ceptibles a invasiones, es asf que, al eliminar la ven-
taja competitiva de los bajos nutrientes a los que las
especies nativas se encontraban adaptadas, la eleva-
da concentracién de nutrientes es aprovechada por
especies oportunistas, en particular, E crassipes se be-
neficia de esta condicién (Khanna, 2010). La modifi-
cacién de ecosistemas, en casos tan sencillos como
un jardin o tan complejos como una represa multi-
funcional, son ambientes propicios para la coloniza-
cién de esta especie y su consecuente propagacion.

Al igual que otras especies invasoras, E crassipes,
una vez bien instalada en el ecosistema degradado,
promueven la estabilidad, en funcién de sus nece-
sidades. La eutrofizaciéon permite que esta especie
expanda su area de cobertura, mientras que su cre-
ciente sombra reduce la proliferacién de otras plan-
tas acudticas, puesto que frecuentemente la disponi-
bilidad de luz es uno de los factores limitantes pa-
ra el crecimiento de plantas macréfitas (Fleming y
Dibble, 2015). La descomposicién de material vege-
tal por debajo de la colchoneta flotante crea condi-
ciones de bajo D.O. que favorecen procesos anaero-
bios, al igual que la movilizacién de fésforo y otros
nutrientes en los sedimentos, fomentando la carga
de nutrientes lo que dificulta el restablecimiento de

IA GRANJA: Revista de Ciencias de la Vida 22(2) 2015: 5-11.
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las plantas acudticas. Estas plantas pueden reducir
la velocidad del agua en un 40 % lo que disminu-
ye la resuspensién de sedimentos y la modificacion
en la concentracién de micro-elementos en el agua.
Esto, a su vez ralentiza el reciclaje de nutrientes, im-
pulsando asf la supervivencia y persistencia de es-
ta especie (Khanna et al., 2012; Toft et al., 2003) y la
muerte de especies sensibles a estos cambios.

Es indispensable establecer métodos eficaces de
control, en ese sentido, el método primario de con-
trol para E. crassipes ha sido la aplicacién de herbici-
das. Durante décadas se han controlado sustancial-
mente las infestaciones de la especie invasora me-
diante su aplicacién, sin dejar de lado los problemas
que conlleva este tipo de tratamiento. Estos progra-
mas de control preventivo se basan en productos
quimicos para mantener las poblaciones de male-
zas en niveles aceptables y asi evitar la migracién
de éstas. Sin embargo, cuando el control no se re-
quiere urgentemente o no es viable econdmicamente
debido a varios factores, entre ellos la ubicacién de
la maleza y los fuertes costos ambientales; lo reco-
mendable es una combinacién de agentes de control
(Den Breeyen y Charudattan, 2009; Greenfield et al.,
2007). Las alternativas de remocién de E. crassipes
permiten seleccionar entre métodos fisicos, mecédni-
cos y quimicos, o combinaciones entre ellos, mismos
que presentan efectos prolongados, no obstante son
costosos (Gopalakrishnan et al., 2011) y algunos aca-
rrean problemas para el ambiente y sus ecosistemas.

Es importante considerar que, en el Oeste de Es-
tados Unidos los permisos y los requisitos de con-
trol exigidos para la aplicacién de herbicidas acua-
ticos han provocado la busqueda de controles alter-
nativos, adicionalmente, la opinién ptblica suele ser
favorable a procedimientos de control no quimicos,
de tal forma que la recoleccion de plantas mecéni-
ca es una alternativa utilizada frecuentemente; sin
embargo, la cosecha es relativamente costosa y lleva
mucho tiempo. En respuesta a esto, el estudio di-
seflado por Greenfield et al. (2007), propone la tri-
turacién de brotes de Eichhornia crassipes, y dejarlos
en el agua para envejecer y morir, de tal forma que
este método tiene menor costo que cosechar. Tanto
la trituracién mecédnica como la aplicacién del her-
bicida quimico pueden provocar la transferencia de
nutrientes a la columna de agua, el agotamiento del
oxigeno, y los efectos asociados a la calidad del agua
(Fleming y Dibble, 2015). De hecho, puesto que E.
crassipes es una especie flotante que absorbe e inmo-
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viliza nutrientes, su trituracién perturba la calidad
del agua. Las consecuencias especificas de esta ac-
cién varfan en funcién del sitio de trituracién y la es-
tacion. Las operaciones de trituracién podrian cau-
sar entre 0,1 % y 9,6 % del aumento de la abundan-
cia global de carbono, nitrégeno, y fésforo, como lo
indican los estudios realizados por Greenfield et al.
(2007).

Asimismo, dado que E. crassipes bioconcentra
y secuestra mercurio en sus tejidos (Chigbo et al.,
1982), la trituracién de esta macroéfita causaria la li-
beracién del metal junto con diversos nutrientes que
estarfan biodisponibles en la columna de agua de
rios y lagunas.

Por otro lado, se han empleado métodos de con-
trol biolégico para tratar las invasiones de E. crassi-
pes. El impacto de los gorgojos (Neochetina spp) so-
bre E. crassipes ha sido exitoso y sostenible en todo el
mundo. Se han realizado ensayos a diferentes esca-
las. En Africa se efecttian tratamientos a grandes ex-
tensiones, con buenos resultados (Gopalakrishnan
et al., 2011; Greenfield et al., 2007). La carpa herbi-
vora o carpa forrajera (Ctenopharyngodon idella) tam-
bién se ha utilizado como un método de control bio-
légico contra plantas acudticas sumergidas, ya que
pueden consumir hasta 18 % - 40 % de su propio pe-
so en un dia. Sin embargo, su uso contra plantas
flotantes como E. crassipes ha recibido poca aten-
cién. (Vera Herrera et al., 1980; Gopalakrishnan et al.,
2011). En ocasiones se ha usado picudo (Neochetina
spp.) como método de control bioldégico, pero tam-
poco es una practica extendida para su control (Go-
palakrishnan et al., 2011; Mironga, 2006).

El estudio realizado por Gopalakrishnan et al.
(2011), en India, recomienda el uso combinado de
carpa herbivora y gorgojo, puesto que en sus ensa-
yos se logré controlar la maleza. La biomasa de E.
crassipes se redujo de 5 kg en el dia 1 del tratamien-
to, a 0,33 kg en el dia 110, por lo que recomiendan
este tratamiento combinado siendo mds eficiente y
sostenible para la remocion de E. crassipes que el uso
de estos organismos de forma individual.

3. Ventajas de su invasividad

Como se ha expuesto, la evidencia muestra que el E.
crassipes es una especie que causa varios problemas
a los ecosistemas, sobre todo a los que han sufrido
modificaciones. Sin embargo, la utilizacién de esta

planta como fitorremediador actualmente esta sien-
do estudiada por varios grupos a nivel mundial (Sa-
lamanca et al., 2015). Trabajos experimentales mues-
tran que E. crassipes puede ser utilizado en la remo-
cién de organofosforados, en un caso particular el
clorpirifos (insecticida) fue removido con gran faci-
lidad (Anudechakul ef al., 2015), probando que esta
especie invasora puede ser utilizada en beneficio de
los ambientes contaminados.

En el caso de técnicas particulares, como la cons-
truccién de humedales artificiales, es evidente que
E. crassipes puede ser de gran interés debido sus ca-
racteristicas (Salamanca ef al., 2015), en varios estu-
dios se indica que esta macrofita se puede desarro-
llar en humedales y rios con grandes concentracio-
nes de metales pesados, entre ellos cadmio, cromo
y zinc (Salamanca et al., 2015; Li et al., 2015; Vitéria
et al., 2015). Cabe recalcar que tinicamente se reco-
mienda el uso de E. crassipes en ecosistemas artificia-
les, debido a su gran capacidad invasiva es un peli-
gro contraproducente utilizarla en sistemas natura-
les. La evidencia muestra una gran versatilidad de
E. crassipes en aplicaciones relacionadas con la bio-
tecnologfa ambiental.

Sin embargo, el aumento de la actividad indus-
trial y agricola ha acelerado la contaminacion del
medio ambiente y la consecuente modificacion de
los ecosistemas. En un intento de mitigar este im-
pacto se mira hacia la fitorremediacién, como herra-
mienta para la limpieza efectiva de los sitios conta-
minados con metales como cinc, cromo, cobre, cad-
mio, plomo, mercurio y niquel; ademds de coloran-
tes sintéticos, hidrocarburos, plaguicidas y solven-
tes clorados (Agamiy Reddy, 1990; Paris et al., 2000).

Citando las caracteristicas principales que deben
tener las macrofitas que pueden ser usadas para un
proceso de fitorremediacién se cuentan: tener una
répida tasa de crecimiento, alta productividad, de
preferencia ser especies locales, ser de facil mane-
jo, entre otras (Poveda y Velastegui, 2013). Mientras,
que como se ha mencionado, las caracteristicas re-
levantes de E. crassipes son: i) alta densidad de las
plantas y su répido desarrollo en una gran varie-
dad de ambientes acudticos (Hidalgo et al., 2005; Sa-
lamanca et al., 2015); ii) remocién de metales pesa-
dos (As, Cd, Hg, Pb) a través de la raices y la subse-
cuente acumulacién en las estructuras de la planta
(Chigbo et al., 1982; Vitéria et al., 2015; Hidalgo et al.,
2005; Schnack et al., 2000); iii) capacidad para sobre-
vivir en ambientes acudticos saturados de fosforo,
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nitrégeno, pesticidas y varios contaminantes de ori-
gen industrial, principalmente de la industria textil,
colorantes y metaltirgica (Anudechakul et al., 2015;
Hidalgo et al., 2005)

La utilizacién de macroéfitas, y por extension
E. crassipes, para la remocién de contaminantes de
aguas tiene la ventaja de requerir menores recursos
econdémicos y tecnolégicos por lo cual podrian ser
empleadas inclusive en paises en vias de desarro-
llo, algunos estudios apuntan a una utilidad de E.
crassipes como un agente biorremediante, bajo con-
diciones particulares (Maine ef al., 1999; Paris ef al.,
2000). Es necesario realizar mayores estudios con el
fin de llevar su utilizacién a gran escala en procesos
de biorremediacién, de una manera responsable y
causando la menor alteracién posible en los ecosis-
temas. .

4. Conclusiones y recomendacio-
nes

La invasividad de Eichhornia crassipes pone en peli-
gro diversos ecosistemas aprovechando aguas ricas
en nutrientes, las densas colonias flotadoras causan
que el contenido de oxigeno (D.O.) descienda has-
ta cero debajo de su manto afectando enormemente
la cadena tréfica. Sin embargo la aplicacién de con-
troladores bioldgicos resulta exitosa y tienen gran
aceptacién a nivel publico como es el uso de gorgo-
jos (Neochetina spp.) y carpa forrajera (Ctenopharyn-
godon idella).

Las diferentes caracteristicas de Eichhornia cras-
sipes posibilitan su uso en fitorremediacién, pues-
to que, puede depurar y acumular metales pesa-
dos. Sin embargo, debido a los efectos adversos que
ocasiona en ecosistemas naturales, se recomienda su
uso tnicamente en humedales artificiales, de mane-
ra que se pueda controlar su reproduccién y evitar
la invasién en los ecosistemas.

Lo expuesto muestra sin lugar a dudas que la
planta presenta un fuerte potencial en recuperacion
de sistemas acudticos contaminados por fuentes de
tipo antropogénico. No obstante, atn se requiere
profundizar la investigacién de tipo preindustrial
para delimitar los parametros de trabajo, disefio del
proceso y sobre todo los métodos de disposicion fi-
nal de la biomasa en los procesos de fitorremedia-
cién.
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Resumen

Los recursos genéticos del género Capsicum (ajies), familia: (Solanaceae), son importantes por ser fuente natural de Capsaicina. Los
reportes sobre esta caracteristica en los ajies nativos de Ecuador son escasos. En el presente estudio se analizaron variables morfol6-
gicas de plantas, frutos y semillas de cinco especies de este género: C. baccatum, C. chinense, C. pubescens, C. annuum y C. frutescens,
procedentes de las provincias de Loja, Santo Domingo de los Tsachilas, Esmeraldas, Los Rios y Morona Santiago. Igualmente se iden-
tific6 y cuantificé la Capsaicina presente en la oleorresina de los frutos de estas especies. La identificaciéon de Capsaicina fue efectuada
mediante Cromatografia en Capa Fina (TLC) comparando las oleorresinas con el estdndar de Capsaicina USP (98,9 %), obteniendo
un Rf de 0,184; la Capsaicina present6 una leve fluorescencia a una longitud de onda de 254 nm. La cuantificacién del metabolito
fue realizada mediante Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC). Capsicum chinense present6 el rendimiento mds alto con
un promedio de 11340 mg/kg; se concluyé que esta especie posee un alto potencial para la extraccién de Capsaicina, la misma que
puede ser utilizada a nivel comercial en la industria farmacolégica y/o alimenticia.

Palabras clave: Ecuador, Capsicum, caracteristicas morfolégicas vegetales, Capsaicina, Cromatografia en Capa Fina, Cromatografia
Liquida de Alta Eficiencia.
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Caracteristicas morfoldgicas y de concentracion de capsaicina en cinco especies nativas del
género Capsicum cultivadas en Ecuador

Abstract

Genetic resources in the genus Capsicum (chili), family (Solanaceae), are important for being a natural source of capsaicin. The in-
formation about this feature is scarce in native chili species in Ecuador. The aim of this study was to analyze main morphological
characteristics in plants, fruits and seeds of five species of the genus Capsicum: C. baccatum, C. chinense, C. pubescens, C. annuum 'y C.
frutescens, collected in the provinces of Loja, Santo Domingo de los Tséchilas, Esmeraldas, Los Rios and Morona Santiago. We also
identified and quantified the capsaicin present in the oleoresin coming from fruits of these species. Identification of capsaicin was
performed by Thin Layer Chromatography (TLC), comparing the oleoresins with the standard USP capsaicin (98.9 %), getting an Rf
value of 0.184; capsaicin denotes a low fluorescence at a wavelength of 254nm. Capsaicin was quantified using High Performance Li-
quid Chromatography (HPLC). Capsicum chinense presented the highest yield with an average of 11340 mg/kg, it was concluded that
this species has a high potential for Capsaicin extraction, which can be used commercially in food and/or pharmaceutical industry.

Keywords: Ecuador, Capsicum, plant morphological characteristics, Capsaicin, Thin Layer Chromatography, High Performance Li-
quid Chromatography.
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1. Introduccion

Todas las formas de aji, pimiento o chile pertenecen
al género Capsicum, familia Solanaceae. Ademds de
Capsicum, en la familia existen otros géneros con es-
pecies cultivadas importantes tales como: Solanum,
Lycopersicon, Cyphomandra, Physalis, entre otros (Nt-
nez et al., 2003).

En Ecuador, se reporta la existencia de 9 a 10 es-
pecies de ajies (Capsicum annuum, C. baccatum, C. chi-
nense, C. dimorphum, C. galapagoense, C. hookerianum,
C. lycianthoides, C. pubescens, C. rhomboideum, C. fru-
tescens; siendo esta tltima considerada por algunos
autores como perteneciente a C. anuum) y mas de
60 variedades tradicionales en cultivo. Las especies
nativas de Ecuador y que en la actualidad todavia
estan cultivadédndose son cinco: C. annuum, C. bacca-
tum, C. chinense, C. pubescens y C. frutescens) que se
utilizan tradicionalmente como agregados naturales
en diferentes platos. La tinica especie endémica es
C. galapagoense, que crece de manera silvestre en las
Islas Galdpagos (de Investigaciones Agropecuarias,
2008).

Se sabe que el afiadir aji o chile a diferentes co-
midas le confiere una identidad tnica (Bruneton,
2001).

Estudios recientes sefialan que el aji tiene origen
ecuatoriano segun lo establecié un equipo interna-
cional de investigadores de la Universidad de Cal-
gary, en Canadéd, y de la Universidad de Missouri
de Estados Unidos. Segun este estudio, los rastros
mads antiguos de aji fueron hallados en Loma Alta y
Real Alto, Peninsula de Santa Elena, y datan de hace
6100 afios, mientras que los encontrados en otras zo-
nas del continente tienen entre 5.600 y 500 afios de
antigtiedad (Perry et al., 2007).

Ademads de su importancia como alimento, se ha
reportado que la especie es utilizada como medica-
mento entre las comunidades indigenas de México,
Centro y Sudamérica (Chavez et al., 2004). Cabe se-
fialar que la medicina tradicional le atribuye propie-
dades irritantes, laxantes, rubefacientes y expecto-
rantes. Se utiliza para tratar ciertas enfermedades
culturales como “mal de aire y mal de ojo” y enfer-
medades de la piel como: la erisipela, erupciones,
heridas externas, llagas infectadas, vesicante (Wai-
zel y Camacho, 2011).

La Capsaicina es el componente responsable de
la sensacion picante de los ajies, la cual incluso llega
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a ser utilizada como analgésico tépico. Igualmente,
en estudios como el de Athanasiou et al. (2007) se ha
demostrado que los vaniloides, familia de molécu-
las a la que pertenece la Capsaicina, se unen a las
proteinas en la mitocondria de la célula cancerosa y
genera la apoptosis o muerte celular, sin dafiar a las
células sanas circundantes. La bioquimica de las mi-
tocondrias en células cancerosas es muy diferente a
la de las células normales, de ahi la gran selectividad
de la Capsaicina en el tratamiento de los diferentes
tipos de céncer.

1.1 Importancia farmacolégica del géne-
ro Capsicum

La aplicacién de Capsaicina sobre la piel o mucosas
produce ardor e hiperalgesia, pero la aplicacién re-
petida da lugar a pérdida de sensibilidad a la Cap-
saicina; la aplicacion de dosis mds elevadas causa
un bloqueo de las fibras C que conducen a un dé-
ficit sensorial de larga duracién. Esta propiedad ha
sido utilizada terapéuticamente en el dolor neuro-
pético como una opcién cuando los otros fadrmacos
son ineficaces. Asi, la Capsaicina ha demostrado su
eficacia después de la administracion repetida en el
dolor postmastectomia, el dolor del mufién, la dis-
trofia simpética refleja, el dolor neuropético oral, la
fibromialgia y sobre todo en la neuropatia diabética
y la neuralgia postherpética. En consecuencia existe
un elevado interés en encontrar nuevos medicamen-
tos andlogos a la Capsaicina (Muriel, 2007).

Se ha verificado también que el consumo mo-
derado de frutos de Capsicum spp. ayuda a bajar el
indice de colesterol lipoproteinico de baja densidad
(LDL), cuya presencia va de la mano con derrames
cerebrales, hipertensiéon y enfermedades cardiacas.
Ademads, aunque parezca inverosimil hay indicios
de que el consumo de aji no agrava las tlceras es-
tomacales, sino que las previene; al parecer la Cap-
saicina estimula la produccién de jugos digestivos
que protegen las paredes estomacales de los dcidos
y del alcohol que causan las tlceras. Esta circunstan-
cia ha llevado a especular que la Capsaicina podria
servir como agente protector del estomago (Yeager,
2002).

Los ajies al parecer también sirven para hacer
menos espesa la sangre. Los mismos investigadores
del Instituto Max Planck en Alemania descubrieron
que aumentan el tiempo necesario para que se coa-
gule la sangre, impidiendo de esta manera la forma-
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cién de codgulos que desemboquen en ataques car-
diacos y derrames cerebrales (Yeager, 2002).

Investigaciones dirigidas por Joo et al. (2010) su-
gieren que la Capsaicina puede causar pérdida de
peso e impedir la acumulacién de grasa mediante la
estimulacién de la expresion de ciertas proteinas de-
gradantes de grasa, y estableciendo una regulacién
ala baja de otras proteinas que trabajan en la sintesis
de grasa.

1.2 Composicién fitoquimica de los fru-
tos del género Capsicum

Los ajies son ricos en dcido ascérbico, contienen
igualmente heterésidos diterpénicos (capsianési-
dos) y un heterésido del furostanal (capsicésido).
Su coloracién se debe a la presencia de carotenoi-
des con terminacién ciclopenténica cuyo contenido
aumenta a lo largo de la maduracién: la capsantina
es una 3,3” -dihidroxi-f, x-caroten-6,6"-ona- se en-

cuentra acompafiado de capsorubina, capsantinona,
criptocapsina, violaxantina, a-caroteno. El sabor pi-
cante de los pimientos fuertes y picantes se debe
al contenido muy variable en amidas: los capsaici-
noides. El compuesto mayoritario de esta serie es
la Capsaicina, vainillamida del 4cido 8-metil-non-6-
enoico. El contenido en capsaicinoides, muy bajo en
los pimientos morrones, puede sobrepasar el 1% en
las especies muy picantes (Bruneton, 2001).

1.3 La Capsaicina ((6E)-N-(4-Hidroxi-3-
metoxibencil)-8-metil-6-nonanamida)

Es una sustancia de naturaleza alcaloide, concreta-
mente un protoalcaloide (Figura 1), cuya férmula
empirica es C1gHp7NO;3. En la actualidad se sabe
que la Capsaicina no es un compuesto simple, si no
que se trata de una mezcla de varias amidas, que son
comunmente conocidas como capsaicinoides, sien-
do la Capsaicina la mas importante entre ellas (Nu-
fiez et al., 2003).

f"},

Habanero

Red chile

Capsaicin

lalapetio

|
CHI0 "N 7
] H
F

Figura 1. Molécula de la Capsaicina (8-metil-N-vainil-6-nonenamida). Fuente: (L6pez, 2012).
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Es el capsaicinoide mayoritario presente en las
variedades picantes del género Capsicum, son ami-
nas simples con nitrégeno extra ciclico, de caracter
bésico y son productos del metabolismo de los ami-
noécidos; es un alcaloide oxigenado, en cuyo caso
de manera pura se encuentra como un soélido crista-
lizable, incoloro y blanco (Navarro y Costa, 2000).

El contenido de Capsaicina es mayor en la pla-
centa y en el septo del fruto, en donde representa un
2,5 % de la materia seca, mientras que en el conteni-
do general del fruto es del 0,6 %, el de las semillas
del 0,7 % y del pericarpio del 0,03 %. La formacién
de la Capsaicina se incrementa a temperaturas ma-
yores de 30°C que a temperaturas menores (Nufiez
et al., 2003). El contenido en Capsaicina de los fru-
tos varfa notablemente, en una magnitud del 1,5 %

y estd influido por las condiciones ambientales y la
edad del fruto (Trease, 1998).

2. Materiales y métodos

2.1 Localizacion geografica de los especi-
menes estudiados

Los frutos de los especimenes analizados fueron
recolectados entre julio y septiembre de 2012. La
muestra recolectada de cada una de las especies fue
de aproximadamente 1 kilo de frutos maduros, uti-
lizando un muestreo aleatorio estratificado, en plan-
taciones de diversas regiones del pais (Tabla 1).

Tabla 1. Sitios de recoleccién de los frutos maduros de ajies para la extraccién de Capsaicina.

Fecha de Nombre Nombre Localidad Ubicacion Altitud
Recoleccion Comun Cientifico Geogréfica (msnm)
, km 19 via a Quevedo, 01N/ AN* 370
12 ago 2012 Aji Cereza Capsicum Recinto Mirador del Baba, 010 02, 00,, S,
baccatum ) 79°2700"W.
Prov. Los Rios.
, km 16 via a Chone, San I 320
25 ago 2012 Aji Habanero Cap sicum Jacinto del Buaa, Prov. Santo OOO 25, 39,, S,
chinense . P 79°17'42"W.
Domingo de los Tséchilas.
i i 2200
24 sep 2012 Aji Rocoto Capsicum cgﬁfnvéaoi;a;;ﬁiag%g; 03°59'35"S,
P ) pubescens . ! ’ 79°12'15"W.
Loja.
P 20
o Capsicum km 3 via a Esmeraldas, 01°17'18"N,
17 ago 2012 Aji Ratén cantén San Lorenzo, Prov. o=y
annuum 78°50"13"W.
Esmeraldas
25 sep 2012 Aji Gallinazo, Capsicum Gualaquiza, prov. Morona 02°02'10"S, 514
P Tabasco frutescens Santiago. 78°13'30"W.

2.2 Tamizaje fitoquimico

El tamizaje fitoquimico se realizé tomando en cuen-
ta el procedimiento propuesto por Miranda (2002),
mediante la extraccién sucesiva de la droga vegetal
para la aplicacién del anélisis y el establecimiento
de los principales grupos de constituyentes quimi-
cos presentes en los frutos de las cinco especies de
Capsicum.

2.3 Extraccidon de la oleorresina

Se colocé la materia prima seca, previamente some-
tida al proceso de control de calidad, en el equipo
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de destilacién bésico y mediante maceracién dinda-
mica a reflujo con etanol durante 5 horas, tomando
en cuenta el punto de ebullicién del solvente uti-
lizado, a 78°C, y con agitacién constante. A conti-
nuacioén se realiz6 la filtracién del extracto obteni-
do, con papel filtro. Se concentré en un factor de 10
a los extractos obtenidos en el proceso anterior con
un equipo de Rotavapor para obtener la oleorresina
correspondiente (Figura 2). Para cada especie vege-
tal se realizaron tres repeticiones para la obtencién
de la oleorresina, completando un total de 15 unida-
des experimentales (5 especies x 3 repeticiones). Esta
oleorresina fue parcialmente seca, hasta obtener una
consistencia cremosa.

IA GRANJA: Revista de Ciencias de la Vida 22(2) 2015: 12-32.
© 2015, Universidad Politécnica Salesiana, Ecuador.



Caracteristicas morfoldgicas y de concentracion de capsaicina en cinco especies nativas del

género Capsicum cultivadas en Ecuador

200 ml de Etanol

al96%

durante 5 horas

ceracian dindmica
a reflujo a 78°C

Filtrar

Oleorresina de

Capsicum spp.

& atanol recuperado

Figura 2. Procedimiento de extraccion de la oleorresina de los frutos de Capsicum spp.

2.4 Identificacién de la Capsaicina de las
oleorresinas por TLC

Se trabajo con 50 mg de oleorresina, los cuales fue-
ron disueltos en 1 ml de metanol segin lo recomen-
dado por Sein et al. (1998). Dicha solucién de oleo-
rresina se realiz6 para cada especie de Capsicum
analizada. El estdndar de Capsaicina USP (98,9 %
de pureza) se prepardé a una concentracién de 2,5
mg/ml de metanol. Se colocé sobre las placas de sili-
ca gel 30 ul de la solucién preparaday 10 pul de cada
una de las muestras. La placa se colocé verticalmen-
te dentro de una cdmara previamente saturada con
el vapor del eluyente, de tal forma que la parte in-
ferior de la placa que contenia la muestra entr6 en
contacto con la fase movil éter etilico y hexano (3:1).
Se sec6 la placa cromatogréfica a temperatura baja
para evitar la degradacién de los principios activos.
Se esper6 a que evapore el eluyente de la placa y se
analiz6 utilizando luz UV a 254 nm.
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2.5 Cuantificacion de Capsaicina me-
diante HPLC

El andlisis HPLC cuantitativo de las 15 muestras de
oleorresina de Capsicum spp., se realizé en un cro-
matografo de alto rendimiento marca WATERS con
una bomba binaria 1525, un detector 2998 PDA Pho-
todiodo UV /vis de longitud de onda programable
y una columna C18 Spherisorb ODS2, 80A°, fase re-
versa Sym, 4.6 mm * 150 mm, 1pkg [PSS831913], Si-
lanol. USP L1 para la fase estacionaria. El sistema
HPLC se encontraba equipado con el software Em-
power.

Se pesaron 12,64 mg de estdndar de Capsaicina
USP>98,9 % HPLC en un balén de 25 ml y se llevd
a aforo con Metanol grado HPLC. La solucién resul-
tante tuvo una concentracion de 500 ppm. A partir
de la solucién Stock se realizaron las diluciones per-
tinentes para obtener soluciones mds diluidas. Para
obtener la curva de calibracion se inyect6 20 ul de
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cada uno de los estdndares y se efectu6 una regre-
si6n lineal comparando la concentracién de Capsai-
cina y el 4rea de pico obtenido en el cromatograma,
teniendo asf las referencias necesarias para las me-
diciones de las muestras posteriores.

Siguiendo la metodologia establecida para la
cuantificaciéon de Capsaicina de la AOAC (Associa-
tion of Official Agricultural Chemists), en 1998, se
pesaron 200 mg de oleorresina en un matraz aforado
de 10 ml evitando que la oleorresina forme una capa
a los costados del balén. Se afiadié 1 ml de acetona
y se agit6 hasta que la porciéon de muestra estuviera
completamente dispersa. Se afiadié 1 ml de etanol
puro, agitando durante cada adicion, finalmente se
afor6 con etanol hasta los 10 ml y se mezclé bien.

Se calent6 la muestra a bafio maria a una tempera-
tura menor a 60°C, para evitar la degradacién de la
Capsaicina. Las muestras fueron colocadas en ultra-
sonido durante 15 minutos. Se tom¢ una alicuota de
5 ml y se filtr6 con aerodisk de 0,45 ym de 1-4 ml
de solucién en un vial de vidrio. Las soluciones se
envasaron y etiquetaron en viales de 2 ml, se coloca-
ron en el automuestreador del equipo HPLC Waters
que fue previamente programado con el protocolo
para cuantificacién de Capsaicina (Tabla 2). Una vez
conocida el drea del pico que se requiere cuantificar,
es posible obtener la concentracién, interpolando los
datos con la curva de calibracién del estdndar, ya
que relaciona la respuesta del detector con la can-
tidad de compuesto inyectado, con los pardmetros
propuestos por Harris (2007) y Skoog et al. (2007).

Tabla 2. Sitios de recoleccién de los frutos maduros de ajies para la extracciéon de Capsaicina.

FASE ESTACIONARIA Columna Spherisorb de acero Inoxidable C18 fase reversa, ODS2 de 4,6 mm * 150 mm
FASE MOVIL Metanol 60 %, Acetonitrilo 20 %, Agua 20 %, grado HPLC, elucién isocratica

FLUJO 0,8 ml/min durante 5 minutos

LONGITUD DE ONDA 280 nm

TEMPERATURA DE LA COLUMNA  29°C

VOLUMEN DE INYECCION 20 ul

2.6 Método Scoville

También conocido como el método Estindar Interna-
cional ISO 3513-1977) para la aplicacién en extractos
o productos de aji para evaluar su grado de pungen-
cia (Nunez et al., 2003).

Segtin este método, se debe convertir a Unidades
Scoville para determinar el grado de pungencia de
las muestras analizadas, para ello se considera que
una parte por millén (1 ppm) de Capsaicina equi-
vale a 15 Unidades Scoville (US) (Batchelor y Jones,
2000).

2.6.1 Determinacién de unidades de pungencia
Scoville (SHU)

Para determinar el Valor de Pungencia en Unidades
Scoville (SHU), en cada muestra es necesario multi-
plicar la concentracién de Capsaicina presente (g/g)
por el SHU del compuesto puro, al afiadir este valor
se obtiene un valor total de SHU (Nufiez et al., 2003).
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En este sentido una ecuacion referencial es:
1 ppm Capsaicina = 15 unidades Scoville = 1 unidad ASTA

El rango de unidades Scoville (SHU) aceptado
internacionalmente para chiles frescos de buen gra-
do es de 2500 a 5000 SHU (Peralta, 2007) (Tabla 3),
utilizando la equivalencia para convertir unidades
Scoville en ug CAPS/g chile (1 ug CAPS/g chile
fresco=15 SHU) se tiene que 2500 SHU equivalen a
0,1667 mg CAPS/g de chile, mientras que 5000 SHU
son equivalentes a 0,3333 mg CAPS/g de chile.

2.7 Determinacién diferencial del conte-
nido de Capsaicina entre las cinco es-
pecies de Capsicum

Una vez obtenidos los valores de concentraciéon de
Capsaicina se procedi6 a aplicar un Andlisis de Va-
rianza, asi como la prueba a posteriori de Tukey, pa-
ra determinar si existe una diferencia significativa
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entre el contenido de Capsaicina de las cinco espe-
cies.

De manera previa, se confirmé la normalidad en
los datos a través de la prueba de Shapiro Wilks. En
ambos casos el valor de alfa fue de 0,05.

2.8 Anadlisis Multivariado de las cinco

especies de Capsicum utilizando ca-
racteristicas morfolégicas y de conte-
nido de Capsaicina

En las zonas de recoleccién de frutos de Capsicum
(plantaciones artesanales), se establecié un mues-
treo aleatorio estratificado, tomando 20 plantas por
especie.

En cada individuo vegetal se evaluaron in situ
varios caracteres morfoldgicos en planta, flor y fru-
to, los cuales fueron diferenciados en descriptores
cualitativos y cuantitativos (Tablas 4 y 5). Estas ob-
servaciones se efectuaron de acuerdo al manual de
descriptores morfolégicos para Capsicum propues-
to por IPGRI-AVRDC-CATIE (1995).

En la matriz construida para el Analisis Multiva-
riado, ademds de los datos de las Tablas 4 y 5, tam-
bién se incluyeron los datos de control de calidad
de la oleorresina y la concentracién de Capsaicina
en las cinco especies (Tablas 7 y 9).

El Andlisis Multivariado incluyé un Andlisis
Cluster (de tipo Aglomerativo, utilizando como mé-
todo la Unién Promedio y como medidas de simi-
litud Distancias Euclidianas) y un Analisis de Or-
denamiento (Andlisis de Componentes Principales
basado en una matriz de correlacién).

3. Resultados y discusién

3.1 Descriptores morfolégicos de las
plantas y frutos de Capsicum spp.

En las Tablas 4 y 5 se presenta la informacién mor-
folégica cualitativa y cuantitativa obtenida a partir
del analisis de plantas y frutos de las 5 especies del
género Capsicum.

Obsérvese como los colores predominantes en
las semillas son el crema y el amarillo. Los colo-
res de frutos maduros tienden a encontrarse entre
el naranja-rojo y el rojo brillante, dependiendo de la
especie. Las formas mds comunes de los frutos son
elongada y redonda. Los aromas van desde el sua-
ve al fuerte acre. En cuanto a la firmeza del fruto,
predominan la suave y la intermedia. Finalmente, el
follaje de la planta tiende a encontrarse entre denso
a semidenso (Tabla 4).

Tabla 3. Escala Scoville y las principales especies/variedades de Capsicum spp. Fuente: (Peralta, 2007).

Unidad Scoville

Variedad /Chile

850000 — 1001 304
350000 — 570 000
100000 - 350 000
100 000 - 325000
100 000 — 200 000
50000 — 100 000

30000 - 50000
10000 - 30000

Bhut Jolokia (India, Sri Lanka)

Red Savina Habanero (California, Usa)
Chile Habanero

Scotch Habanero

Chile Jamaicano

Chilpete, Piquin, Chile Thai

Pimienta Cayanna, Chile Tabasco
Chile Serrano, Chile de arbol

2500 -8000 Chile Jalapefio
2500 - 5000 Salsa Tabasco
1000 - 1500 Chile Poblano
0 Chile Dulce (Pimiento dulce, Chile Verde)
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Tabla 4. Descriptores morfolégicos cualitativos evaluados en las plantas y frutos de Capsicum spp.

C. baccatum C. chinense C. pubescens C. annuum C. frutescens
Color semillas(!) 1 2 3 1 2
Color fruto maduro® 8 5 7 6 8
Forma fruto(® 2 5 2 1 1
Aroma fruto® 2 4 3 3 4
Factibilidad de separacion del fruto(®) 1 1 3 2 2
Firmeza del fruto(®) 2 2 3 1 1
Densidad del follaje(”) 1 2 2 2 1

NOTAS:
(1) 1= crema, 2= amarilla, 3= morada

(2) 1=amarillo-limén, 2=amarillo, 3=amarillo-naranja, 4=naranja-palido, 5=naranja-rojo, 6=rojo claro, 7=rojo obscu-

ro, 8=rojo brillante, 9=morado, 10=marrén
3

4

6) 1=suave, 2=intermedio, 3=duro
7) 1=densa, 2=semidensa, 3=rala

)
)
5 1=f4cil, 2=medio, 3=dificil
)
)

La altura promedio de la planta fluctu6 entre
0,85 m (Capsicum annuum) hasta 2,05 m (C. chinense);
la longitud promedio del fruto maduro entre 1,24
cm (C. baccatum) hasta 4,65 cm (C. chinense); el dia-

1=elongado, 2=redondo, 3=triangular, 4=acampanado, 5=acorazonado, 6=cénico
1=sin aroma, 2=aroma suave, 3=aroma fuerte, 4=aroma fuerte acre

metro promedio del fruto maduro entre 0,61 (C. an-
nuum) hasta 3,40 (C. pubescens); mientras que su pe-
so promedio entre 1,20 g (C. baccatum) y 8,30 g (C.
pubescens) (Tabla 5).

Tabla 5. Descriptores morfolégicos cuantitativos medidos en plantas y frutos de Capsicum spp. (*)

C. baccatum C. chinense C. pubescens C. annuum C. frutescens
Altura promedio de la planta (m) 1,37 2,05 1,49 0,85 1,24
Longitud promedio del fruto maduro (cm) 1,24 4,65 4,07 2,17 2,71
Didmetro promedio del fruto maduro (cm) 1,79 3,10 3,40 0,61 0,76
Peso promedio del fruto maduro (g) 1,20 7,80 8,30 2,60 3,70

NOTA:
() n =20, en cada descriptor.

3.2 Control de calidad de los frutos ana-
lizados para contenido de Capsaicina

Se realiz6 un estudio farmacognésico de los frutos
secos de las cinco especies representativas del géne-
ro Capsicum (C. baccatum. C. chinense, C. pubescens,
C. annuum, C. frutescens), determinando las caracte-
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risticas macromorfolégicas y los pardmetros fisico
quimicos de control de calidad de la droga, consi-
derando la Norma NTE INEN 2532 (de Normaliza-
cién, 2010).

Las caracteristicas macroscépicas mas llamativas
de los frutos de las cinco especies se resumen en la
Tabla 6.
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Se determiné el contenido de elementos extra-
fios en los frutos, procedentes de la planta origina-
ria (partes no usadas), asi como también, sustancias
externas de procedencia vegetal (de otras especies
vegetales), animal (plumas, pelos, heces) o mineral
(tierra, arena piedras). La cantidad de materias ex-
trafias contenidas en las muestras analizadas se en-
contr6 en un rango de entre el 1,40-2,05 %, valores
aceptables, ya que segiin la Farmacopea Europea el
nivel de materias extrafias no debe ser mayor al 2 %.
En su mayoria estos elementos estuvieron confor-
mados por polvo y piedrecillas finas que fueron se-
parados de manera previa a los ensayos quimicos
cuantitativos de control de calidad.

Los valores de control de calidad nunca sobre-
pasaron los limites méximos recomendados por la
normativa referencial pertinente (Tabla 7).

3.3 Tamizaje fitoquimico

Se determiné en el extracto etéreo una importante
cantidad de alcaloides; en el ensayo para aceites y
grasas se registraron cantidades altas en C. chinense
y C. pubescens, moderadas en C. annuum y C. frutes-
cens y bajas en C. baccatum; mostrando una reaccién
negativa para triterpenos y esteroides (Tabla 8).

En el andlisis del extracto etanélico se encontrd
la presencia significativa de resinas, grasas y aceites;
compuestos fenélicos/taninos y aminas en cantida-
des moderadas. También, una cantidad moderada
de saponinas en todos los extractos menos en C. pu-
bescens que no mostré ninguna reaccién al ensayo.

No se encontraron lactonas y cumarinas, glicésidos
cardioténicos, ni flavonoides. En el extracto acuoso
se obtuvo la presencia de aztcares reductores, prin-
cipios amargos y astringentes y no se encontraron ni
mucilagos ni antocianidinas (Tabla 8).

3.4 Identificacién de Capsaicina en las
oleorresinas por TLC

La Capsaicina presenta una leve fluorescencia al ex-
ponerla a una longitud de onda UV de 254 nm, lo
cual permitié su identificacién. Al comparar el es-
tdndar USP con las muestras analizadas se observan
las bandas ubicadas a la misma altura como se pue-
de observar en la Figura 3.

Se obtuvo un Rf de 0,184 (1,52/8,28) tanto para
el estdindar de Capsaicina como para las muestras
de Capsicum a 254 nm, lo cual evidencié la presen-
cia de este principio activo en las muestras analiza-
das. La mancha mds pronunciada pertenece a Ca-
psicum chinense lo que indica que esta especie po-
see una mayor cantidad de Capsaicina frente a las
otras muestras, lo que también se evidencié poste-
riormente con el andlisis HPLC.

3.5 Cuantificacién de Capsaicina

Los niveles de rendimiento de oleorresina en los ex-
tractos fluctuaron entre 5,6 a 16,5 %, con una con-
centracién de Capsacina de entre 600,3 a 11339,9
mg/kg, dependiendo de la especie (Tabla 9).

Tabla 7. Valores en ensayos fisico-quimicos cuantitativos de control de calidad comparados con la normativa pertinen-

te.
Cenizas NTE INEN Cenizas NMX-F- Cenizas N;F/%ISS\IN_ Humedad NTE INEN
Especie totales 1,117 solubles en 260:1978 insolubles 1539-80 (%) 1}14
(%) (Max. %) agua (%) (Maéx. %) en HCI (%) (Max. %) (Max. %)

C. baccatum 4,99 8,5 1,83 2,0 0,94 2,0 7,55 10,0
C. chinense 3,62 8,5 1,20 2,0 0,38 2,0 7,90 10,0
C. pubescens 3,53 8,5 1,39 2,0 0,55 2,0 13,99 10,0
C. annuum 4,66 8,5 0,68 2,0 0,55 2,0 7,40 10,0
C. frutescens 4,14 8,5 1,33 2,0 0,58 2,0 6,55 10,0
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Tabla 8. Resultados del Tamizaje fitoquimico de las especies de Capsicum.

S 2 g g
IS 1)
METABOLITO ENSAYO EXTRACTO S 5 = S =
S =
= it & s &
J o O o O
Aceites y grasas Sudan Etéreo +++ +++
Alcaloides Dragendorff Etéreo +++ +++
Wagner Alcoholico +++ +++
Acuoso - -
Triterpenos esteroides Lieberman- Etéreo - -
Burchard
Lactonas y coumarinas Baljet Etanolico - -
Resinas Resinas Etanélico +++ +++
Compuestos fendlicos y taninos Cloruro férrico Etanolico + +
Aztcares reductores Fehling Acuoso + +
Saponinas Espuma Etandlico + -
Glicosidos cardioténicos Kedde Etandlico - -
Flavonoides Shinoda Etanolico - -
Aminoécidos libres o aminas en general ~ Ninhidrina Etandlico + +
Antocianidinas Antocianidinas Acuoso - -
Mucilagos Mucilagos Acuoso - -
Principios astringentes y amargos Acuoso + + + + +

+) Respuesta positiva de poca cantidad para este metabolito en el extracto.
(++)  Respuesta positiva de mediana cantidad para este metabolito en el extracto.
(+++) Respuesta positiva de mayor cantidad para este metabolito en el extracto.
) Respuesta negativa para este metabolito en el extracto

Fuente: Gonzalez et al. (2013)

IA GRANJA: Revista de Ciencias de la Vida 22(2) 2015: 12-32.
© 2015, Universidad Politécnica Salesiana, Ecuador.

23



Articulo cientifico / Scientific paper
PRODUCTOS NATURALES

Patricio Ydnez, Diana Balseca, Lorena Rivadeneira y
Christian Larenas

A=152 cm

i

i
}
]
i
b
i
|

capsaicina
C. chinense

g
g
=
<

Estandar

B=8 28cm.

€

gl
:
:
o

C. fintescens

C, pubescens

Figura 3. Determinacién del Rf. para Capsaicina en placa cromatografica observada a 254 nm. Notas: A=recorrido
del estdindar de Capsaicina. B=recorrido total de las muestras. Fase moévil: éter etilico-hexano (3:1). Fase estacionaria:

cromatoplaca HPTLC Nano-Sil C18-100.

Tabla 9. Pardmetros relacionados con la cuantificacién de Capsaicina en cinco especies de Capsicum.

C. frutescens

C. baccatum C. chinense  C. pubescens  C.annuum
Rendimiento promedio de la oleorresina (%) 5,60 16,50 14,90 11,30 12,10
Densidad de la oleorresina (mg/ml) 0,75 0,79 0,84 0,94 071
pH de la oleorresina 9,05 8,28 9,41 7,80 8,59
Concentracién Capsaicina (mg/kg) 1164,69 11339,94 600,27 2992,01 2046,66

Las oleorresinas obtenidas poseen cierta varia-
cién en sus caracteristicas organolépticas como en
el color, pasando desde el vino obscuro de C. chinen-
se'y C. baccatum y el anaranjado para C. frutescens, C.
annuum 'y C. baccatum.

3.5.1 Cuantificacibn de Capsaicina mediante
HPLC

Sensibilidad del método. Se efectud el proceso de
calibracién para el estindar de Capsaicina con dilu-
ciones de 5, 10, 20, 40, 100 y 500 ppm en metanol
grado HPLC, para cada uno de los cuales se obtu-
vo su respectiva area del pico y tiempo de retencion
(Tabla 10).
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A partir de los valores de concentracién y area
del pico se obtuvo la correspondiente relacién de li-
nealidad (y = 13410x + 7919,8), con un coeficiente
de determinacién de 72 = 1, corroborando una muy
buena sensibilidad del método para cuantificacién
de Capsaicina.

Cuantificacién de Capsaicina. Los cromatogra-
mas permitieron identificar los picos de absorcién
con tiempos de retencién promedio de 2,675 minu-
tos para la Capsaicina (Figura 4) al usar como fase
moévil una solucién de metanol 60 %: agua 20 %: ace-
tonitrilo 20 %.
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Hubo una serie de picos adicionales no iden-
tificados (Figura 4), los cuales probablemente co-
rresponderian a otros capsaicinoides presentes en
la oleorresina, los cuales se podrian identificar uti-

lizando estidndares externos.

En la Figura 5, en cambio, se pueden observar
los cromatogramas correspondientes a las muestras
provenientes de frutos de las 5 especies de Capsicum
analizadas.

Tabla 10. Area de los picos de las diluciones del estandar de Capsaicina.

CONCENTRA- ) TIEMPO DE RETENCION
CION AREA DEL PICO (minutos)
(ppm)
5 81646 2,675
10 144551 2,677
20 280733 2,675
40 544336 2,675
100 1332003 2,674
500 6716001 2,675

Figura 4. Cromatogramas de los estdndares de Capsaicina.
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Figura 5. Cromatogramas de las muestras de las cinco especies de Capsicum.
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La concentracién de Capsaicina fue de 0,60-11,34
g/kg de fruto seco en las cinco especies de Capsi-
cum (Figura 6), siendo Capsicum chinense la de ma-
yor concentracién 11,34 g/kg de fruto seco sobre-
pasando contenidos reportados de 7,27 g/kg y 8,47
g/kg de fruto seco en habaneros naranja Cisneros
et al. (2007).

Considerando a su vez el porcentaje promedio
de Capsaicina a partir del andlisis de la oleorresina,
éste fue en Capsicum baccatum 0,12 %; en C. chinense
1,13 %; en C. pubescens 0,06 %; en C. annuum 0,3 % y
en C. frutescens 0,2 %.

3.6 Determinacién del nivel de pungen-
cia en Unidades Scoville (SHU)

El nivel del pungencia es un pardmetro de calidad
en los frutos de Capsicum spp. En la Tabla 11 se pue-
de apreciar la correspondencia entre la concentra-
cién de Capsaicina (en ppm) y las unidades Scoville
para cada especie analizada.

Las concentraciones de Capsaicina en las cinco
especies estudiadas deben ser consideradas como
una medida del grado de picor de cada especie, en-
contrdndose Capsicum baccatum'y C. pubescens en un
grado de picor medio (5000-20000 SHU); C. annuum

y C. frutescens mostraron niveles de picor elevado;
destacdndose, por sobre todos, C. chinense superan-
do las 170 000 SHU.

3.7 Determinacién diferencial del conte-
nido de Capsaicina

En la Tabla 12 se pueden observar los valores del
contenido de Capsaicina de las nueve muestras ana-
lizadas en las cinco especies de Capsicum.

El estadistico F producto de la comparacién de
los valores de Capsaicina entre especies fue de 1053,
con un p asociado < 0,05. Con lo cual se logré deter-
minar que existe al menos una especie de Capsicum
que presenta una concentraciéon de Capsaicina dife-
rente a la de las demés especies.

Buscando determinar cudl especie es la que po-
see tal concentracién diferente, el Test a posterio-
ri de Tukey permitié determinar que la concentra-
cién de Capsaicina de TODAS las especies compara-
das es diferente entre si, perteneciendo cada especie
a un grupo estadistico significativamente diferente;
corroborando ademads, el orden en torno al cual Ca-
psicum chinense es la especie con mayor contenido
de Capsaicina, seguida de C. annuum, C. frutescens,
C. baccatum 'y C. pubescens, respectivamente.

Tabla 11. Concentracién de Capsaicina en Unidades ppm y en Unidades Scoville (SHU) para los frutos de las cinco

especies del estudio.

ESPECIE CONCENTRACION (ppm) SHU
Capsicum baccatum 1164,69 17470,40
Capsicum chinense 11339,94 170099,05
Capsicum pubescens 600,27 9004,09
Capsicum annuum 2992,01 44880,14

Capsicum frutescens 2046,66 30699,90

IA GRANJA: Revista de Ciencias de la Vida 22(2) 2015: 12-32.
© 2015, Universidad Politécnica Salesiana, Ecuador.

27



Articulo cientifico / Scientific paper
PRODUCTOS NATURALES

Patricio Yidnez, Diana Balseca, Lorena Rivadeneira y
Christian Larenas

Tabla 12. Concentracién de Capsaicina (mg/kg) en las cinco especies de Capsicum.

Muestra Capsicum baccatum  Capsicum chinense  Capsicum pubescens Capsicum annuum  Capsicum frutescens
1 963,77 12074,00 647,35 2930,57 2434,26
2 898,11 12180,82 635,11 2672,00 2633,75
3 827,13 12473,44 638,23 2741,70 2662,55
4 1451,96 11252,30 532,85 2887,29 1530,74
5 1454,66 10541,88 546,07 2931,83 1574,88
6 1409,02 11014,15 545,00 2942,74 1558,16
7 1211,56 10796,81 633,86 3259,18 1779,65
8 1121,02 10888,52 627,85 3289,16 2214,94
9 1145,01 10837,52 596,13 3273,61 2031,01
Sumatoria 10482,24 102059,43 5402,46 26928,08 18419,94
Media 1164,69 11339,94 600,27 2992,01 2046,66
Desviacion 238,79 709,99 16,52 230,44 461,18

3.8 Analisis Multivariado

En el dendrograma resultante (Figura 7) queda re-
flejada la formacién de dos conglomerados bien de-
finidos: el primero conformado por C. annuum, C.
frutescens y C. baccatum, debido a sus formas, tama-
fios, colores y contenidos medios de Capsaicina si-
milares; el segundo grupo formado por C. chinense y
C. pubescens, los cuales muestran caracteristicas tan-
to quimicas como morfolégicas parecidas, principal-
mente en cuanto a forma y color del fruto, asi como
en cuanto al tamafio de la planta.

En cuanto al plano de ordenamiento generado
(Figura 8) a través del Andlisis de Componentes
Principales (ACP) muestra como C. annuum, C. fru-
tescens y C. baccatum (sector izquierdo del plano) tie-
nen contenidos de cenizas totales elevados, colores
de frutos rojos a rojos brillantes, a la vez tienen valo-
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res bajos de humedad en el fruto, concentracién de
Capsaicina, rendimiento de la oleorresina, frutos de
poca longitud y peso, plantas mds bien bajas y de
poco follaje.

Lo contrario sucede con C. chinense y C. pubescens
(sector derecho del plano), las cuales muestran ma-
yor concentracién de Capsaicina, con frutos mas lar-
gos y pesados, con mayor firmeza y humedad, con
pocas cenizas totales, con plantas més altas y de ma-
yor follaje.

Finalmente, cabe destacar también que C. chinen-
se es la especie que més concentracién de Capsaicina
presenta, muy por encima de las otras, lo cual la co-
loca en el plano de ordenamiento fuertemente corre-
lacionada con esta variable (sector superior derecho
del plano).
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Figura 8. Plano de ordenamiento para cinco especies de Capsicum en relacién a variables morfolégicas y de la oleorre-
sina de sus frutos; generado por un Analisis de Componentes Principales, basado en una Matriz de Correlacién. La
varianza observada por los ejes fue: en F1 (eje horizontal) 41 %, en F2 (eje vertical) 35 %.

4. Conclusiones

Los frutos de Capsicum chinense mostraron la mayor
concentraciéon de Capsaicina de entre las cinco es-
pecies estudiadas. El contenido promedio de Cap-
saicina en esta especie fue de 11,34 g/kg de fruto
seco. En contraste, C. pubescens tuvo solo un conte-
nido de 0,60 g/kg. Estos resultados son similares a
lo propuesto por Nufiez et al. (2003), quienes ade-
mads sefialan que el contenido de Capsaicina varia
directamente con la temperatura ambiental de la zo-
na de cultivo: los ejemplares de C. chinense del pre-
sente estudio provienen de sectores con temperatu-
ras promedio de alrededor de 28°C, en tanto que los
de C. pubescens se cultivan en zonas con promedios
de temperatura menores (18-20°C).

En cuanto a la escala de pungencia de Scoville
los resultados obtenidos sefialan valores interme-
dios de unidades Scoville, similares a lo reportado
en otros estudios para especies de ajies afines a las
analizadas; por ejemplo, Capsicum chinense presen-
ta 170000 SHU en el presente estudio, mientras que
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en otros reportes se sefiala que esta especie alcanza
entre 100000-350000 SHU (Peralta, 2007).

Los resultados muestran que el método segui-
do para la extracciéon de la oleorresina ofrece una
adecuada precision; a pesar de ello, el contenido de
Capsaicina, manifiesto en el drea bajo la curva del
cromatograma, tiene cierta variabilidad. Las causas
de esta variacion podrian deberse a que las mues-
tras obtenidas para la extraccién de las oleorresina
provienen de plantas de edad no bien determina-
da, quizd muy variable, e igualmente provienen de
frutos maduros, pero cuyo grado de maduracién no
pudo ser establecido/controlado; estos son factores
determinantes en la biosintesis de Capsaicina, como
lo indican investigadores como Nuiiez et al. (2003).

Los resultados del anélisis proximal para las cin-
co especies bajo estudio denotan en general concor-
dancia con la informacién bibliografica disponible,
a excepcion del contenido de humedad en Capsicum
pubescens cuyo valor (14 %) sobrepasa el limite supe-
rior (8 %) establecido en la norma NTE INEN 2532
(2010) para condimentos y especies.
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El conocimiento del contenido de Capsaicina de
las especies bajo estudio indica que Capsicum chinen-
se, conocido como aji habanero, es una especie con
alto valor para la industria de los alimentos, espe-
cialmente en la elaboracién de salsas y condimentos
picantes. Ademds debido a su alto rendimiento es
potencialmente interesante su utilizacién como ma-
teria prima para la extraccién y purificacién de Cap-
saicina utilizada con fines investigativos y/o aplica-
ciones farmacéuticas.

5. Recomendaciones

Resulta importante la realizaciéon de futuras inves-
tigaciones sobre las especies de Capsicum presentes
en el pafs, principalmente sobre la concentracién y
rendimiento de oleorresina en los frutos maduros
de diferentes poblaciones y cultivares, de diferentes
condiciones ambientales y aplicando métodos com-
probados de extraccion y cuantificacién.

Particularmente, un caso interesante de abordar
seria el estudio de Capsicum pubescens buscando de-
terminar la composicién exacta de la oleorresina, da-
do que hay un alto rendimiento de la misma, pero
con un bajo contenido de Capsaicina. El comporta-
miento de solubilidad de la oleorresina de esta espe-
cie asi como el tamizaje fitoquimico y el andlisis TLC
hace presumir la existencia de otros componentes
mayoritarios que podrian ser de interés farmacéu-
tico o industrial.

Para estudios més rigurosos sobre la composi-
cién fitoquimica de los frutos de estas especies, es
importante contar con un disefio experimental que
tome en cuenta de manera controlada variables co-
mo la edad de las plantas, procedencia, tipo de sue-
lo, temperatura ambiental del sitio y otros factores
que pudieran estar afectando a la biosintesis de me-
tabolitos secundarios, en particular de los capsaici-
noides.

En cuanto a las cinco especies analizadas, se po-
dria complementar lo que conocemos de ellas efec-
tuando otras investigaciones que evalten el conte-
nido de otros capsaicinoides, por ejemplo dihidro-
capsaicina y homodihidro-capsaicina, reportados
por Gonzalez et al. (2013) que poseen igualmente un
alto valor comercial por sus potenciales aplicaciones
en el campo médico.

Igualmente, y tomando en cuenta la informacién

IA GRANJA: Revista de Ciencias de la Vida 22(2) 2015: 12-32.
© 2015, Universidad Politécnica Salesiana, Ecuador.

ya generada sobre el género Capsicum y la Capsai-
cina, se recomienda continuar con investigaciones
que busquen impulsar, en nuestro pais, el aprove-
chamiento del prometedor potencial terapéutico de
la Capsaicina y otros compuestos similares.
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Resumen

En la Parroquia de Ayora, comunidad Santo Domingo N° 1 se realiz6 el diagndstico serolégico para la detecciéon de Leucosis bovina
mediante la prueba de ELISA. Los objetivos de la investigacién fueron, estimar la prevalencia de la enfermedad y su relacién con
los factores de riesgo, determinar el ntimero de casos positivos que ingresaron al camal del Cantén Cayambe mediante el examen
clinico patolégico posmorten. Segtin medidas epidemiolégicas, se determiné una prevalencia de 5,6 % de un total de 250 muestras.
La probabilidad de contagio en el Riesgo Relativo a la enfermedad es de 16,86 veces més en el grupo de los expuestos y de 0,059 veces
menor en los no expuestos. Asimismo, se identificaron inadecuadas practicas de manejo en los dmbitos: sanitario, reproductivo, de
alimentacién y convivencia con animales positivos y reemplazos provenientes de ferias y haciendas que no constan con certificado
sanitarios. De esta manera, se diagnosticaron lesiones anatomopatolégicas posmorten en los animales faenados, presentando signos
clinicos aparentes a la enfermedad en varios 6rganos, lo que corresponde a una prevalencia de 46,38 %, de un total de 511 bovinos, y se
confirma asi la presencia de Leucosis bovina en hatos lecheros en la comunidad Santo Domingo N° 1, y lesiones anatomopatoldgicas
en animales faenados en camal.

Palabras clave: Leucosis bovina, linfocitos, linfa, retrovirus, prevalencia, Cayambe.

Abstract

In the parish of Ayora, Santo Domingo community N° 1 was carried out a serological diagnosis for the detection of Bovine Leucosis
by means of the ELISA test. The objectives of the research were to determine the prevalence of the disease, the related risk factors,
and estimate the number of positive cases occurring in the slaughterhouse of the Canton Cayambe; through a postmortem anato-
mopathological clinical examination. According to the epidemiological research a prevalence of 5.6 % of a total of 250 samples was
determined. The probability of infection in the relative risk of the disease is 16.86 times more in the exposed group and 0.059 times
less than in the unexposed group due to inadequate sanitary practices, reproductive management, nutrition, contact with positive
animals and replacements from farms that do not hold health certificates. Postmortem pathological lesions were diagnosed, clinical
signs of the disease were observed in various organs. A prevalence of 46.38 %, from a total of 511 animals confirmed the presence
of bovine Leucosis in dairy herds in the community N° 1 of Santo Domingo, and pathologic lesions in slaughtered animals in the
slaughterhouse.

Keywords: Bovine leucosis, lymphocytes, lymph, retrovirus, prevalence, Cayambe.
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1. Introduccion

La Leucosis Bovina LB es una enfermedad de distri-
bucién mundial y de largo periodo de incubacién,
que se presenta especialmente en ganado adulto y
que tiene su mayor incidencia en los sistemas de
produccién de leche (Blood et al., 1986). La infeccién
se transmite en forma horizontal o por via iatrogé-
nica (Merck, 2007). Es una enfermedad infecciosa y
contagiosa producida por un retrovirus tipo C, de
alta morbilidad y baja mortalidad, que se caracteriza
por la apariciéon de acumulaciones de linfocitos neo-
plésicos en casi todos los érganos, afectando prin-
cipalmente el sistema linfatico de los hatos lecheros
(Olivia, 1990).

La ganaderia es una de las principales activida-
des de un gran nimero de familias campesinas en
la zona norte del cantén Cayambe. En este contexto
fue necesario realizar un diagnoéstico epidemiol6gi-
co, para estimar la prevalencia de Leucosis Bovina
y determinar los factores de riesgo que contribuyen
a diseminar esta enfermedad en animales suscep-
tibles en la zona de estudio; conjuntamente con la
aplicabilidad de un plan preventivo y profilactico de
vigilancia epidemioldgica.

De esta manera, se obtuvo informacion a nivel de
camal y animales posmorten, mediante la identifica-
cién de lesiones anatomopatolégicas como tumores,
ganglios infartados, etc. causadas por esta enferme-
dad, y en 6rganos donde puede localizarse el retro-
virus (VLB) ojos, ganglios mesentéricos e intercosta-
les, corazén, pulmones, rifiones, intestinos e higado.

Asimismo, cabe indicar, que esta investigacion se
disefi6 para obtener datos de prevalencia de la en-
fermedad en hatos lecheros de pequefos y media-
nos productores de las comunidades campesinas de
la zona.

2. Materiales y Métodos

2.1 Poblacién y muestreo

La poblacién de referencia estuvo conformada por
1665 bovinos de diferentes edades y sexo pertene-
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cientes a las 130 unidades productivas bovinas que
conforman los 4 sectores lecheros de la Comunidad
de Santo Domingo N° 1: III de Noviembre, El Bos-
que, Los Laureles y Central. Se tomaron 250 mues-
tras serolégicas, distribuidas en barrios, que repre-
sentaron aproximadamente el 15 % de la poblacién
bovina.

2.2 Técnicas y herramientas

Se elabor6 una encuesta epidemiolégica para obte-
ner informacién general y especifica del manejo pro-
ductivo y reproductivo de los bovinos de las unida-
des productoras. Una vez tabulada la informacién
se analizaron los datos. A partir esta base, se estable-
ci6 la cantidad de bovinos muestreados por catego-
ria; y los factores de riesgos presentes visualizados
en mapas tematicos detallados por sector (Figura 1).
La informacién obtenida de las encuestas permiti6
establecer los factores de riesgo y su relacién con la
presencia de la enfermedad y los distintos indicado-
res epidemiolégicos planteados en la investigacion.

De cada animal seleccionado para el muestreo
seroldgico, se extrajeron 9 mL de sangre, muestras
que fueron enviadas al laboratorio de diagnéstico
veterinario LIVEXLAB, donde sometieron las mues-
tras a la prueba de inmunoadsorcién ligada a enzi-
mas (ELISA), con la variante del test ELISA competi-
tiva que se utiliza para la cuantificacién de anticuer-
pos o de antigenos (Gomez, 2007). En este caso se
establece una competencia por el antigeno entre los
anticuerpos del suero problema y otros anticuerpos,
de la misma especificidad, fijados a los pocillos de
la placa. De esta forma, cuantas mas inmunoglobu-
linas haya en la muestra menos antigeno habra dis-
ponible para unirse a los anticuerpos adsorbidos a
la placa. La adicién de anticuerpo especifico para el
antigeno conocido, marcado enzimdticamente, y su
reacciéon con el sustrato adecuado, revelan la exis-
tencia o no de antigeno libre, en una relacién inver-
samente proporcional a la cantidad de anticuerpos
en el suero problema (Hernandez, 2010). Menor in-
tensidad de color (DO) indica menos antigeno libre
y, por tanto, mayor presencia de anticuerpos.
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Figura 1. Ubicacién de las unidades productoras bovinas (UPB), Ntmero de fincas (Nf), poblacién bovina (N) y nt-

mero de muestras (n) recolectadas en los 4 sectores.

3. Resultados

3.1 Poblacién muestreada, prevalencia

aparente y riesgo relativo de la enfer-
medad

La poblacién bovina por categorias que se muestred
en la comunidad de Santo Domingo N°1 fue la si-
guiente: 59 % fueron vacas (983 cabezas) en sus dis-
tintas etapas de produccién o secado, el 21 % vaco-
nas (348 cabezas), el 15 % terneras (259 cabezas), el
3 % terneros machos (43 cabezas), y un 2 % toros (32
cabezas), estos tltimos utilizados para la monta con-

trolada en las fincas, distribuidos en los 4 sectores de
la zona en estudio.

En la investigacion, los casos positivos a Leuco-
sis bovina se confirmaron mediante los andlisis sero-
l6gicos con el test de ELISA competitiva, prueba de
laboratorio de alta sensibilidad y especificidad para
la deteccién de anticuerpos a LB. De 250 muestras 14
casos fueron confirmados positivos al retrovirus en
los cuatro sectores (Tabla 1). La prevalencia aparente
porcentual fue de: Il de Noviembre p = 3.85 %, Cen-
tral p = 6.98 %, Los Laureles p = 7.58 %, y El Bosque
p = 2.78 %, ratificando que la infeccién en la pobla-
cién muestral de la comunidad es de 5.60 %, aproxi-
madamente el 15 % del universo poblacional.

Tabla 1. Resultados de las muestras al test de ELISA competitiva en los cuatro sectores de la comunidad.

Santo Domingo N°1

Resultados

Sector N° de animales ~ N° de muestras % de muestreo  Casos negativos  Casos positivos
III de Noviembre 169 26 15,38 25 1
Central 551 86 15,61 80 6
Los Laureles 411 66 16,06 61 5
El Bosque 534 72 13,48 70 2
TOTAL 1665 250 15,02 236 14
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Tabla 2. Determinacién del Riesgo Relativo (RR), Tasa reproductiva de base (Ro) en los sectores de la comunidad.

Sector Riesgo relativo (RR) Tasa Reproductiva de Base (Ro)
IIT de Noviembre 25 1,04
Central 13,33 1,08
Los Laureles 12,2 1,08
El Bosque 35 1,03

RR < 1 factor protector, RR = 1 Ausencia de riesgo, RR > 1 factor de riesgo
Ro < 1 factor protector, Ro = 1 Ausencia de riesgo, Ro > 1 factor de riesgo

El indicador epidemiolégico de riesgo relativo
(RR) mide la fuerza de la asociacién entre la expo-
sicién y la enfermedad; la tasa reproductiva base
(Ro) determina el niamero de nuevos casos infecta-
dos que un individuo puede producir. Estos para-
metros definen si en una enfermedad introducida
a una poblacién tendria proporciones epidémicas a
futuro (Ron, 2011).

Cuando el resultado de estos indicadores es me-
nor que 1 existe un factor protector en la poblacién,
si es igual a 1 la enfermedad tendrd un estado de
equilibrio y si es superior a 1 se puede esperar el
riesgo en proporciones epidémicas dentro de una
determinada zona.

Los cuatro sectores de la comunidad presenta-
ron RR > 1y Ro > 1 (Tabla 2) debido a factores de
riesgo como la utilizacién de agujas no desechables,
inadecuada utilizacién de instrumentos quirtrgicos
para las précticas sanitarias, reproduccién mediante
monta directa, la procedencia de animales de reem-
plazo desde ferias o haciendas sin certificado sanita-
rio, y la permanencia de animales positivos dentro
del hato, contribuyendo a la probabilidad de que la
enfermedad llegue a tener proporciones epidémicas
a futuro en la comunidad, si no se toman medidas
sanitarias apropiadas para su erradicacion.

Debido a que la enfermedad no es prevenible
mediante vacunacion, la eliminacién de casos posi-
tivos protege a la poblacién susceptible, y disminu-
ye la probabilidad de contagio de la enfermedad de
forma eficiente y rdpida (Giraudo et al., 2010).

3.2 Manejo productivo, reproductivo y
sanitario de los hatos bovinos

Del estudio realizado a nivel comunitario en las
UPA’s encuestadas, como resultado tenemos: a ni-
vel de fincas productoras, un 89 % desconoce la en-
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fermedad de la Leucosis Bovina su patologia, sinto-
matologfa e etiologia, y un 11 % tienen conocimien-
tos bdsicos de la morbilidad y mortalidad, ademés
de las manifestaciones clinicas que se producen en
los animales, y las medidas higiénicas sanitarias que
deberian tomarse para erradicar o mantener baja la
prevalencia de la enfermedad.

Dentro de las practicas sanitarias realizadas en
la comunidad, es comun la utilizacién de medica-
mentos para controlar enfermedades bacterianas y
virales como: Fiebre Aftosa, Septicemia, Brucelosis,
Mastitis, Neospora y Carbunco Sintomatico. Segin
encuestas realizadas en las UPAs de la comunidad,
se detect6 que los productores de leche utilizan agu-
jas hipodérmicas para la aplicacién de, vacunas en
un 100 %, antibidticos 78 %, antiparasitarios 100 %,
desinflamatorios 53 % y vitaminas 100 %.

El factor de riesgo mds importante para la di-
seminacién de la enfermedad dentro de la comuni-
dad es que, el 14 % de los productores utilizan agu-
jas reusables (metdlicas) las cuales aumentan el ries-
go de contagio a los animales susceptibles, mientras
que el 86 % de los productores dentro de sus fincas
productoras utilizan una aguja desechable por ani-
mal para los tratamientos. La utilizacién de una agu-
ja desechable por cada animal para aplicar los medi-
camentos, es indispensable para reducir la probabi-
lidad de transmisién de enfermedades contagiosas
dentro de la poblacién bovina (Giraudo et al., 2010).

El origen de los animales de reemplazo para las
UPA’s es otro factor de riesgo. La mayoria de pro-
ductores, crian sus propias terneras para el futuro
remplazo de las vacas productoras, mientras otros
productores adquieren los animales de, ferias, fin-
cas vecinas y otras haciendas (Figura 2). El riesgo de
contagio de la enfermedad incrementa por la adqui-
sicién de animales sin los registros sanitarios corres-
pondientes (Edifarm, 2009).
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Figura 3. Manejo reproductivo determinado en las comunidades estudiadas.

En relacién al manejo reproductivo de la UPA’s
se observ6 que la mayoria de productores realizan
inseminacion artificial IA, mientras otros combinan
la IA con monta directa, y unos pocos recurren ex-
clusivamente a monta directa (Figura 3). Este dltimo
manejo contribuye a la propagacién de la infeccién
por la utilizacién de toros positivos a LB. La confir-
macién de un macho de 2 afios positivo a LB de la
zona puede aumentar el riesgo a que la enfermedad
se instale o sea recurrente en las fincas que emplean
este modo de reproduccién.
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3.3 Prevalencia de Leucosis bovina a ni-
vel de camal

De la investigacion en las instalaciones del camal del
Cantén Cayambe, se obtuvieron los siguientes resul-
tados de prevalencia: de 511 bovinos que ingresaron
a las instalaciones, 237 presentaron signos aparentes
de la enfermedad entre machos y hembras, 274 ca-
sos no mostraron signos evidentes y la prevalencia
real fue de 46,38 %.
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Las lesiones anatomopatolégicas posmorten en-
contradas en animales que ingresaron al camal (347
hembras y 164 machos) demostraron que 153 hem-
bras y 84 machos presentaron signos patolégicos de
LB en distintos érganos.

Las lesiones anatomopatolégicas en los érganos
de los bovinos tuvieron la siguiente distribucién:
ganglios linfaticos adheridos al aparato digestivo
(mesentéricos superiores e inferiores) con 69,6 % de
presencia; en el higado 15,2 % de tumores de tama-
fios variados desde 2 hasta 23 cm de didmetro, en
pulmones 9,7 % de casos, en ganglios intercostales
2,4 % con la presencia de tumoraciones de 3 a 7 cm
de didmetro, en rifién con presencia de 2,1 % de le-
siones, en el corazén con el 0,7 %, y en los ojos 0,3 %.
Segun (Dubarry et al., 1999) en un estudio realiza-
do en Argentina, las lesiones por Leucosis Bovina se
presentan en un 77 % en los ganglios linfaticos, 46 %
en los rifiones, 40 % en musculos, 33 % en estéma-
go e higado, 27 % en bazo, 17 % en corazén y tracto
intestinal, 10 % en ttero,7 % en glandula mamaria y
aproximadamente 3 % en la lengua.

Los resultados mostraron una mayor ocurren-
cia de las lesiones anatomopatolégicas en hembras
(153) en comparacién con los machos (84). Se obser-
v6 también que en 36 hembras y 8 machos se pre-
sentaron lesiones anatomopatolégicas en varios 6r-
ganos en el mismo animal. Las hembras bovinas son
mads susceptibles a adquirir la enfermedad que los
machos, por lo tanto, las pérdidas econémicas resul-
tan en la merma de leche, el descarte de animales a
temprana edad por la muerte de individuos con lin-
foma y ademads de descartes de canales en los mata-
deros.

4. Conclusiones y recomendacio-
nes

La salud animal es uno de los factores que afecta
la produccion lechera en el sector norte del Cantén
Cayambe. Es necesaria la prevencién de enfermeda-
des virales para mantener una prevalencia baja en
los hatos lecheros. Los resultados obtenidos en la
investigacién indican que los factores que influyen
en la diseminacién de la enfermedad son: la forma
de reproduccién por monta natural, el uso de agujas
hipodérmicas reusables para la aplicacién de medi-
camentos veterinarios, y la procedencia de anima-
les de reemplazo de ferias y haciendas sin certifica-
dos sanitarios. Estos factores presentan un potencial
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riesgo para el contagio a animales susceptibles. Se
requiere un mayor control sanitario a nivel de fincas
por la alta prevalencia de signos anatomopatolégi-
cos encontrados en la fase de camal. La recomenda-
cién mas importante es implementar un plan pre-
ventivo y profildctico con vigilancia epidemiolégica
en los hatos ganaderos del sector.
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Resumen

Colletotrichum gloeosporioides (Penz) Penz & Sacc. es la especie responsable de la antracnosis en el mango; esta enfermedad afecta toda
la parte aérea de la planta, produciendo pérdidas hasta de 12 % de la produccién. La identificacion y caracterizacién microbiana es
importante para la toma de medidas de prevencién y control del patégeno en plantaciones. Esta investigacién tuvo como objetivo
estandarizar protocolos de aislamiento de ADN gendmico en cepas de Colletotrichum gloeosporioides (Penz) Penz & Sacc., que garantice
su calidad y concentracién para futuros trabajos moleculares en diferentes representantes de esta especie ftingica. El aislamiento de
ADN genémico se realizé por tres metodologias: CTAB Doyle y Doyle (1990); Kuramane-Izioka (1997), con modificaciones y CTAB
California modificado por Ramirez et al. (2004) conjugadas con juegos de reactivos comerciales NucleoSpin. La calidad del ADN
obtenido fue comprobada por absorbancia medida a 260 y 280nm. El primero de los métodos no resulté efectivo mientras que con
los otros se obtuvo ADN genémico con la calidad y concentraciones adecuadas para investigaciones moleculares con la especie. Las
modificaciones realizadas al método Kuramane-Izioka (1997), contribuyeron a la efectividad del mismo. El método CTAB California
modificado por Ramirez et al. (2004) constituye el primer informe de su uso para representantes del reino Fungi.

Palabras clave: Colletotrichum gloeosporioides, ADN cromosémico, CTAB Doyle y Doyle; Kuramane-Izioka y CTAB California modifi-
cado por Ramirez et al.
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Abstract

Colletotrichum gloeosporioides (Penz) Penz & Sacc. is responsible for anthracnose in mango, a disease that affects all aerial parts of the
plant, causing losses of up to 12 % of production. Microbial identification and characterization is important for determining preven-
tion and pathogen control measure in plantations. This research aimed to standardize protocols for isolation of genomic DNA in
strains of Colletotrichum gloeosporioides (Penz) Penz & Sacc., to ensure quality and concentration for future molecular studies in diffe-
rent representatives of this fungal species. Isolation of genomic DNA was performed by three methods: CTAB Doyle y Doyle (1990);
Kuramane-Izioka (1997) with modifications and CTAB California modified by Ramirez et al., (2004) combined with NucleoSpin com-
mercial reagent kits. The quality of the DNA obtained was tested by absorbance measurement at 260 and 280nm. The first method
was not effective while the other methods yielded were obtained with genomic DNA with the appropriate concentrations for mole-
cular research on the species. Modifications to the Kuramane-Izioka (1997) method, contributed to its effectiveness. The California
CTAB method modified by Ramirez et al. (2004) constitutes the first report of its use for representatives of the Fungi kingdom.

Keywords: Colletotrichum gloeosporioides, DNA chromosomal, CTAB Doyle y Doyle; Kuramane-Izioka and CTAB California modified
by Ramirez et al.
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1. Introduccion

Los hongos filamentosos del género Colletotrichum
y su teleomorfo Glomerella son considerados los pa-
tégenos de plantas mas ampliamente distribuidos a
nivel mundial, causantes de la antracnosis. Esta en-
fermedad es comiin a numerosos cultivos econémi-
cos y plantas ornamentales, fundamentalmente en
zonas htimedas y semihtimedas de la regién com-
prendida entre los Trépicos (Aratiz, 2000; Sangeetha
y Rawal, 2008; Thaung, 2008).

La especie Colletotrichum gloeosporioides (Penz)
Penz & Sacc. fase perfecta Glomerella cingulata (Sto-
nem) Spauld & Schrenk es la responsable de la an-
tracnosis en el mango. Esta enfermedad en las plan-
taciones se manifiesta por la caida de la inflorescen-
cia y la afectacién de los frutos, hojas y ramas jove-
nes. También aparece como una enfermedad posco-
secha de los frutos maduros durante el almacena-
miento (Sangeetha y Rawal, 2008).

El control de las enfermedades producidas por
las especies del género Colletotrichum, representa un
reto para el agricultor, donde la estrategia de protec-
cién preventiva, conjugada con las atenciones agro-
némicas a las plantaciones, son elementos indis-
pensables para la obtencién de mds productividad
en las cosechas. Por tanto, se hace necesario inte-
grar medidas de manejo con el uso de alternativas
ecolégicamente sustentables para todos en general
(Prusky et al., 2001; Peres et al., 2005; Lemus, 2009).

La caracterizacion de la diversidad microbiana y
su utilidad para el diagnéstico, prevencién y control
de la antracnosis, han sido de los temas mds impor-
tantes a debatir en la interaccién planta-patégeno. El
desarrollo de sistemas basados en marcadores mole-
culares constituye un campo de particular interés, al
considerar que los métodos tradicionales microbio-
l6gicos relacionados con los estudios de patogenici-
dad y de deteccién en huéspedes son lentos y costo-
sos (Alvarez et al., 2006; Whitelaw et al., 2007).

Debido a las problematicas presentes en las in-
vestigaciones para la caracterizacién microbiol6gi-
ca adecuada, este trabajo tuvo como objetivo estan-
darizar protocolos de aislamiento de ADN genémi-
co que permitan la obtencién de esta molécula con
la calidad y concentracién requeridas para la carac-
terizaciéon de cepas de Colletotrichum gloeosporioides
(Penz) Penz & Sacc.
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2. Materiales y Métodos

Se emplearon 25 cepas de la especie Colletotrichum
gloeosporioides (Penz) Penz & Sacc., pertenecientes
a la micoteca del grupo de Micologia del Departa-
mento de Fitopatologia del Instituto en Investigacio-
nes en Fruticultura Tropical (IIFT), La Habana, Cu-
ba.

El crecimiento de los aislados en Agar Papa Dex-
trosa (PDA) a 25 + 2°C, durante siete dias, constitu-
y6 la base para la recolecta de la masa micelial cada
24 horas. Este procedimiento se realizé por centrifu-
gacién a 10 000 r - min—! (Cerén et al., 2007) y seca-
do en estufa. Las muestras se conservaron en frio a
-20°C para el proceso de extraccién del ADN gené-
mico. Se colectaron tres repeticiones por cepa.

El aislamiento de ADN gendmico se realiz6 por
tres siguientes metodologias. La primera fue el mé-
todo CTAB (hexadeciltrimetilamonio) Doyle y Doy-
le (1990); la segunda la propuesta por Kuramane-
Izioka (1997) con las siguientes modificaciones: buf-
fer de extraccién sin adicion de proteinasa K, la adi-
cién de PVP (Polivinilpirrolidona) al buffer, la in-
cubacién con isopropanol durante 24 horas a -20°C
después del empleo de la mezcla de cloroformo iso-
amilalcohol (24:1) y el pellet resuspendido en buffer
TE 1x y RNAsa (200 ug - mL~1). Incubacién a 37°C
durante una hora. Conservaciéon del ADN extraido
a -20°C. La tercera de las metodologias fue CTAB
California modificado por Ramirez et al. (2004).

Para la purificacién se emplearon juegos de
reactivos comerciales NucleoSpin (Macherey-Nagel,
2002) donde se mezclaron 50 L de ADN crudo con
300 uL de Binding Buffer (NT) y se pas6 por colum-
nas de purificacién. Se centrifugé a 10 000 7 - min~!
durante 2 min. Se lav6 con 300 pL Wash buffer (NT3)
y se centrifugé a 10 000 r - min~! durante 2 min, la-
vado que se repiti6é dos veces. Se secaron las colum-
nas en papel de filtro durante 15-20 minutos para
eliminar cualquier resto de alcohol que pudo quedar
en el interior. Se diluyeron en 30 uL Elution Buffer
(NE), previamente calentado a 60°C y se centrifugé
a 10000 r - min~! durante 1 min. Este paso se repitié
tres veces hasta obtener un volumen final de 90 uL.

La calidad del ADN obtenido se verific6 por
electroforesis en gel de agarosa al 0,7 % con bromuro
de etidio, marcador de peso molecular GIBCO-BRL
(1 Kb) y transiluminador ultravioleta. Las concen-
traciones C(ADN) se determinaron a partir de lec-
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turas de absorbancia a 260 y 280 nm, mediante la
féormula:

C(ADN) = A x50 x F.D

Donde la C(ADN): Concentracién de ADN; A: Lec-
tura de absorbancia medida en espectrofotémetro y
F.D: Factor de dilucién (Ausubel et al., 2005).

3. Resultados y Discusién

3.1 CTAB de Doyle y Doyle (1990)

En la Figura 1 se muestran los resultados del ais-
lamiento de ADN de las 25 cepas donde se pudo
apreciar que no resulté efectivo, ya que en ningu-
na de las muestras evaluadas se detect6 la presencia
de dcido nucleico en el gel de agarosa al 0,7 %. Estos

resultados no se corresponden con lo informado en
la literatura, la que refiere el amplio uso de esta me-
todologia en diferentes sistemas biolégicos (Brusés
et al., 2012; Ausubel et al., 2005; Rodriguez, 2010).

La inefectividad de este método, puede estar da-
da por varios factores: la digestién no exitosa de la
pared celular y membranas celulares de las hifas; la
formacién de complejos insolubles entre componen-
tes estructurales y metabolitos celulares con los &ci-
dos nucleicos a consecuencia de la lisis por mace-
racién en frio, durante el proceso de aislamiento; la
poca conjugacioén y/o interaccién entre la estructu-
ra quimica de las células fungicas y las sustancias
que conforman el buffer de extracciéon (CTAB, PVP,
B-mercaptoetanol, etc.) y concentraciéon de los com-
puestos quimicos activos dentro del buffer de ex-
traccion y su inefectividad en las funciones que rea-
lizan (Suenaga, 2005).

12 3.4 5 6 7 8 9 101112 13 1415 16 17 18192021 22232425 MM

Figura 1. Imagen del gel de electroforesis de las muestras de ADN de los aislados fangicos extraido por el método
CTAB de Doyle y Doyle (1990). (MM= marcador de peso molecular 1Kb GIBCO-BRL).

Vale destacar que la inefectividad de este méto-
do, por la incidencia de los factores anteriormente
planteados, puede estar fundamentada, entre otras
causas, en la composicién quimica de la pared ce-
lular de los miembros de este género. Esta estruc-
tura estd formada por capas o estratos, constitui-
do por diferentes polimeros de polisacaridos fi-
brilares, como la quitina (polimetro B-1,4 de N-
acetilglucosamina), la celulosa (polimetro 5-1,4 de
glucosa), glucanos (polimetro -1,6 ramificados de
glucosa) y mananos (polimetro 8-1,6 ramificados de
manosa) ademads, de proteinas asociadas a los poli-
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sacaridos y lipidos (Prusky et al., 2001; Wharton y
Diéguez, 2004; Peres et al., 2005), componentes que
pudieran limitar diferentes etapas del método.

3.2 Kuramane-Izioka (1997) modificado

Los resultados obtenidos por este método se mues-
tran en la Figura 2, donde se aprecian bandas fluo-
rescentes correspondientes al ADN genémico de los
aislados con una talla molecular en correspondencia
con el marcador molecular.
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Figura 2. Imagen del gel de electroforesis de las muestras de ADN de los aislados fingicos extraido por el método
Kuramane-Izioka (1997) modificado en combinacién con el juego de reactivos NucleoSpin. MM= marcador de peso

molecular 1Kb GIBCO-BRL).

La accién de los componentes del tampoén de ex-
traccion tribut6 favorablemente a los resultados. El
uso de PVP (Polivinilpirrolidona) en el buffer pudo
prevenir la actividad de polifenoloxidadas presen-
tes en algunos tejidos de los organismos (Rogers y
Bendich, 1988; Ramirez et al., 2004). Esto se susten-
ta en la no deteccién de cambio de coloracién en el
sobrenadante que contenia el ADN por la accién de
estas enzimas.

Otra de las modificaciones aportadas en esta in-
vestigacion fue la incubacién a bajas temperaturas
(-20°C) con isopropanol, por 12 h. Estas condicio-
nes pudieron posibilitar la separaciéon de las molé-
culas proteicas, lo que permite la obtencién de un
pellet mas libre de impurezas. Ademas, el uso de
RNAsa permite sugerir su contribucién en la degra-
dacién de ARN, molécula frecuentemente contami-
nante del ADN. De esta manera no resulté necesario

, MM R 8 S b £l B
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la adicién de proteinasa K (Weir et al., 1996; Sudarez,
2005; Campa et al., 2010).

3.3 CTAB California modificado por Ra-
mirez et al. (2004)

Los resultados que se muestran en la Figura 3 per-
mitieron detectar bandas fluorescentes de ADN, co-
rrespondientes a las muestras de los 25 aislados fin-
gicos, con una talla molecular superior a 12 (216 pb).
A partir de estos resultados fue posible corroborar
la efectividad de este método en comparacién con el
método Kuramane-Izioka (1997) modificado. Con-
secuentemente, se sustenta la aplicacién del méto-
do CTAB California modificado por Ramirez et al.
(2004) para la extracciéon del ADN genémico en es-
pecies de hongos, lo que anteriormente no ha sido
informado en la literatura especializada.

25 MM

T R S

Figura 3. Imagen del gel de electroforesis de las muestras de ADN de los aislados fiingicos extraido por el método
CTAB California modificado por Ramirez et al. (2004) en combinacién con el juego de reactivos NucleoSpin. MM=

marcador de peso molecular 1kb GIBCO-BRL).
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A la eficiencia tributé la composicién del tampén
de extraccion, rico en compuestos como: el bromuro
de hexadeciltrimetilamonio (CTAB); el dcido dietil-
ditiocarbamico (DIECA), ascorbato de sodio y bisul-
fito de sodio, que reaccionan con los polifenoles, oxi-
déndolos y formando un precipitado que por cen-
trifugaciéon puede eliminarse del sobrenadante. Los
polifenoles son un conjunto heterogéneo de molécu-
las que comparten la caracteristica de poseer en su
estructura varios grupos bencénicos sustituidos por
funciones hidroxilicas, por lo que son muy reactivos
(Rogstad et al., 2001; Sharma et al., 2002; Gutiérrez,
2002).

La eficiencia de la extraccién del ADN por el mé-
todo CTAB California ha sido confirmada en el reino
Plantae, en el aislamiento de ADN de calidad a partir
del aguacatero y del guayabo, con las aplicaciones
de las modificaciones realizadas por Ramirez et al.
(2004). Este mismo afio fue empleado en muestras
de diferentes miembros del género Pouteria (Carra-
ra et al., 2004).

Los resultados positivos del aislamiento del
ADN genémico de cepas ftingicas de la especie Co-
lletotrichum gloeosporioides (Penz) Penz & Sacc., pre-
sentados en este trabajo pueden ser atribuidos a los
componentes del tampén de extraccion, tales como
el bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB); el
acido dietilditiocarbamico (DIECA), el ascorbato de
sodio, asi como el bisulfito de sodio. Estos compues-
tos provocan la oxidacién de los polifenoles y la for-
macién de un precipitado, que puede ser elimina-
do por centrifugacién. Los grupos bencénicos sus-
tituidos por funciones hidroxilicas que contienen el
conjunto heterogéneo de moléculas que conforman
los polifenoles, son los que permiten la interaccién
de estos con los componentes del tampé6n (Rogstad
et al., 2001; Sharma et al., 2002; Gutiérrez, 2002).

En adicién a lo anterior, es importante conside-
rar que la accién del CTAB como detergente propi-
cia la destruccion de las membranas celulares, du-
rante la maceraciéon del material. Ademas, se enlaza
fuertemente al ADN y lo protege de la degradacién.
Otras funciones del CTAB estan relacionadas con el
desplazamiento de proteinas y la solubilizacién de
polisacéridos (Csaikl et al., 1998; Huescas, 2004).

Otro componente del tampén de extraccién es
el compuesto Polivinilpirrolidona (PVP) que formar
complejos con los polifenoles, a través de enlaces
por puente de hidrégeno. Estos complejos son se-
parados del ADN por centrifugacién en presencia
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de cloroformo, lo que permite la obtencién de un
producto final con menos impurezas (Porebski et al.,
1997; Xiang et al., 2002). Las potencialidades de la
combinaciéon de CTAB y PVP como agentes antioxi-
dante para la eliminacién de compuestos fendlicos
y polisacdridos, ha sido fundamentada en trabajos
previos (Weir et al., 1996; Gutiérrez, 2002).

En el andlisis de la efectividad del CTAB y del
PVP en la eliminacién de polisacdridos celulares, es
vélido considerar que son los contaminantes ma-
yoritarios del proceso de aislamiento y purificacién
del ADN (Huescas, 2004), por constituir compo-
nentes de pared celular de los hongos. Esta estruc-
tura puede estar conformada por quitina, celulo-
sa, glucanos y mananos, lo que indica la variedad
de polisacdridos en su composicién. La separacion
de estos contaminantes de la muestra de ADN, es
también favorecida por los lavados con cloroformo-
isoamilalcohol (24:1) y por las altas concentraciones
de sales (NaCl) presentes en el tampén de extraccion
(Sharma et al., 2000; Drabkova et al., 2002).

3.3.1 Calidad del ADN extraido

La Tabla 1 muestra la relacién entre la absorbancia
260/280 nm para los métodos de extraccién de ADN
gendémico de las cepas flingicas, que resultaron efec-
tivos. La selecciéon del tiempo para colectar la bio-
masa se basé en insuficiente crecimiento micelial an-
tes de los tres dias de incubacién.

Los valores extremos de la relacién entre la ab-
sorbancia con el método California modificado por
Ramirez et al., (valor maximo: 1.9198 y valor mi-
nimo: 1.6016), asi como con el método Kuramane-
Izioka (1997) modificado (valor méximo: 1.8947 y
valor minimo: 1.6510) fueron obtenidos al tercer dia
en aislados diferentes. No existieron diferencias sig-
nificativas entre estos valores en ambos métodos co-
nociendo que para el estudio siempre se conté con
la misma biomasa desde el tercero hasta el séptimo
dia de trabajo, lo que puede ser explicado por las ca-
racteristicas de la biomasa que una vez alcanzada el
estadio fisiol6gico de méxima sintesis de ADN, este
se mantuvo constante a partir de los tres dias duran-
te el tiempo de incubacién y de muestreo (7 dias).

La relaciéon de absorbancia, 260/280 nm estable-
ce una medida cualitativa de la pureza del ADN,
cuando los valores estdn entre 1.6 y 2.0. Una relacién
menor indica contaminacién con proteinas o feno-
les y valores superiores a 2.0 significa que hay ARN

45



Articulo cientifico / Scientific paper
BIOTECNOLOGIA

Luis Alberto Valdés, et al.

disperso (Doulis et al., 2000; Brusés et al., 2012). Al
tener en cuenta que los valores minimos y maximos
de absorbancia, detectados en las muestras de ADN
de los aislados de Colletotrichum gloeosporioides, se
encuentran en este rango es posible inferir la cali-

dad del ADN extraido por los métodos Kuramane-
Izioka (1997) modificado y CTAB California modi-
ficado por Ramirez et al. (2004). De esto se deduce
que ambos métodos son confiables y efectivos en di-
ferentes cepas de Colletotrichum gloeosporioides.

Tabla 1. Relacién de las absorbancias a 260 y 280nm de las muestras de ADN extraidas por el método de CTAB
California modificado por Ramirez et al. (2004) y Kuramane-Izioka (1997) modificado.

Tiempo de colecta de la biomasa (dias)

CTAB California Kuramane-Izioka
Aislados 3 4 5 6 7 3 4 5 6 7
LA1 17744 17480 16720 17518 17448 18210 17832  1.8212 17518 17448
LA2 19198 17810 17370  1.6880  1.6781 17900  1.7562 17215  1.6880 16781
LA3 16821 17830 18210 17712 17183 16510 17745 17453 17712 L7183
LA4 17563 17680 17470 16660  1.8680 17610  1.8333  1.8236  1.6660  1.8680
LAS5 17518  1.8800 16932  1.6754  1.8238 17245  1.8235 18129 16754 18238
LA6 16016 17580 17071  1.8021 17258 17777 18123  1.8745  1.8021 17258
LA7 17875 18160  1.6977 17929 18116 18111  1.8003  1.8245 17929 18116
LA 8 17600 16880 17127 17591  1.6588 18456  1.8553  1.8001  1.7591  1.6588
LA9 17739 1.8250  1.8005 17386  1.8025 17821 17893  1.8078 1738  1.8025
LA 10 17442 17780  1.8215 17553 17678 18561 17777 17856 17553  L1.7678
LA 11 17621 17823  1.6988  1.8253 17812 17901  1.8343  1.8814  1.8253 17812
LA 12 17951 17832 17564 17680 17833 17864  1.8193  1.8675 17680 17833
LA 13 17392 17843 17712 17814 17844 16999  1.8813  1.8560 17814 17844
LA 14 17579 17756 17227 17923 17766 ~ 18451 18334  1.8234 17923 L7766
LA 15 17600  1.6989 18102 17743  1.6919 18481 18457 17699 17743 16919
LA 16 17929 17882 18033 17766 17883 18135  1.8605  1.8281 17766 17883
LA 17 17591 17845 17740  1.6989 17346 18068  1.8564  1.8281 16989 17346
LA 18 1738 17825 17600 17882 17908  1.8947  1.8326  1.8453 17882 17908
LA 19 17553 17680 17770 17845 17568 17415  1.8490  1.8001 17845 17568
LA 20 17292 17830 17670 17825 17883 18208  1.8342 18417 17825 17883
LA 21 17832 17840 17670 17834 17864 18387  1.8407  1.8497 17834 17864
LA 22 17719 17680 17870 17854 17628 18117  1.8251 17807 17854 17628
LA 23 17930 17380 17270  1.6890 17368  1.8296  1.8495  1.8479 16890 17368
LA 24 17630 17865 17700  1.6989 17867 18403 18385 17956  1.6989 L7867

3.3.2 Determinacién de la concentracion de ADN
gendémico

La Figura 4 muestra la media de las concentracio-
nes calculadas para ambos métodos de extracciéon.

46

Desde el tercer dia de incubacién se conté con la
cantidad suficiente de ADN para la realizaciéon de la
Reaccién en Cadena de la Polimerasa (RCP), la que
requiere de concentraciones en el rango de los 20
a 25 ng.ml-1Esto coincide con investigaciones pre-
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cedentes con Colletotrichum spp., aisladas de fresa
(Denoyes-Rothan et al., 2003), guandbana (Alvarez
et al., 2006) y mango (Gupta et al., 2010).

Ausubel et al. (2005) refirié que la concentracion
de ADN en diferentes muestras puede variar de

acuerdo a tres factores fundamentales: pureza, ca-
racteristicas de la molécula (dimensién y/o espacia-
lidad) y tipo de polimerasa a emplear en los procedi-
mientos moleculares. Por lo que se hace necesario y
aconsejable estandarizar la técnica siempre, que sea
posible.
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Figura 4. Medias de las concentraciones calculadas por la Ley de Beer, para ambos métodos (A- CTAB California y B-
Kuramane-Izioka) (Letras indican diferencia significativa a p<0.01).

4. Conclusiones

El método CTAB de Doyle y Doyle (1990) no fue
efectivo para la extraccion de ADN genémico en ce-
pas del género Colletotrichum gloeosporioides (Penz)
Penz & Sacc, aisladas de mango por las caracterfs-
ticas propias de las paredes celulares de los hon-
gos filamentosos y la composicién de la solucién de
extraccién. Las modificaciones realizadas al méto-
do de extraccion de ADN, Kuramane-Izioka (1997)
y el método CTAB California, propuesto por Rami-
rez et al. (2004) constituyen herramientas confiables
y eficientes en la obtencién de material genético de
la especie Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz.
& Sacc. con la calidad y concentracién adecuada, por
lo que pueden ser utilizados en la caracterizacién de
esta especie fangica.
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Resumen

La pitahaya (Cereus sp.) es una fruta exética tropical, ampliamente distribuida en América e incluso presente en el continente Asidtico.
En Ecuador se encuentra en provincias como Pichincha, Morona Santiago y Loja. Es un arbusto trepador cuyo fruto es una baya de
atractivo sabor. Se conoce que esta planta ha sido empleada como cerca viva o de forma ornamental por sus caracteristicas morfol6gi-
cas, sin embargo sus caracteristicas nutricionales han tomado més realce en la tltima década ya que le atribuyen la propiedad de ser
un fruto alimenticio completo. Las mds relevantes, su alto contenido en bioflavonoides y la concentraciéon de dcidos grasos, ademds
de fibra, minerales y vitaminas los mismos que presentan efectos cardioténicos y coadyuvantes en problemas gastrointestinales. La-
mentablemente en el pais se han generado escasos estudios acerca de los beneficios de esta fruta, debido a la competencia comercial
con otros frutos aparentemente de mayor interés como el banano, tomate de arbol y cacao.

Palabras clave: pitahaya, Stenocereus queretaroensis (F.A.C Weber) Buxb, dcidos grasos, bioflavonoides.

Abstract

The pitahaya (Cereus sp.) is an exotic tropical fruit, widely distributed in America and even present in the Asian continent. In Ecuador
is located in the provinces of Pichincha, Morona Santiago and Loja. It is a climbing shrub whose fruit is a berry with a taste appeal.
It is known that this plant has been used as a living fence or ornamental form by their morphological characteristics, however the
nutritional characteristics have taken more prominence in the last decade because has been found that the fruit shows the property
of being a complete nutritional food. The most important characteristic is its high content in bioflavonoids and concentration of fatty
acid plus fiber, minerals and vitamins showing adjuvant effects on cardiac and gastrointestinal problems. Unfortunately few studies
about the benefits of this fruit have been carried out in the country. In fact, the lack of research study by national researchers is due to
the commercial competition with other fruits apparently more interesting such as banana, tree tomato and cacao.
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Desarrollo de la pitahaya (Cereus sp.) en Ecuador

1. Introduccion

América Latina cuenta un sin niimero de recursos
endémicos, que han sido empleados frecuentemente
en el dltimo siglo con la finalidad de mejorar la ca-
lidad de vida, y se han clasificado segtn la utilidad
que podrian generar en maderables, medicinales o
comestibles.

Dentro de los productos comestibles se encuen-
tran los productos hortofruticolas que en la tltima
década han sufrido transformaciones y cambios en
el mercado internacional, estos se atribuyen a las di-
namicas que se han presentado a nivel del consumo,
de tal manera los mercados externos se han caracte-
rizado por su creciente diversidad, ampliando con
esto las oportunidades comerciales para los paises
exportadores y generando alternativas de trabajo en
las areas rurales (Sanchez et al., 2006; Tafur et al.,
2006).

Son pocas las frutas que se conoce, forman par-
te la dieta diaria, sin embargo la variedad de estos
alimentos es muy amplia, entre los frutos que han
tomado realce en la tltima década se nombra a la
pitahaya. El origen de esta fruta es incierto ya que
varios autores mencionan los diferentes lugares en
los que estd distribuida, principalmente en paises
como México, Guatemala, Costa Rica, Ecuador y Co-
lombia. Segtin el pais de origen esta adopta varios
nombres como: reina de noche, flor de caliz (Fuen-
tes, 2012), pitaya, pithalla, pitajalla, las mismas que
derivan de la lengua Antillana que significa fruta
“escamosa” (Gonzélez, 2006).

En el Ecuador originalmente se han cultivado
varias especies de pitahayas introducidas desde Co-
lombia, pero hace algunos afios se identificé la es-
pecie Cereus sp. (Cactaceae) registrada por el Ban-
co Central del Ecuador (Banco Central del Ecuador,
2012) nativa en el sector del Cantén de Palora, Pro-
vincia Morona Santiago (Cobos, 2007); de acuerdo a
la recoleccién boténica realizada en el cantén Nane-
gal provincia de Pichincha, las muestras de pitahaya
recolectadas fueron identificadas y certificadas por
el Herbario de la Universidad Catdlica del Ecuador
(PUCE), determinando que la especie corresponde
a Stenocereus queretaroensis (F.A.C Weber) Buxb, mis-
ma que es un sinénimo de la especie Cereus quere-
taroensis F.A.C. Weber ex Mathes, (The Plants List,
2013). Actualmente este cultivo se produce en un
promedio de 50 hectareas a nivel nacional (EI Co-
mercio, 2012).
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El cultivo de la pitahaya requiere de factores
ambientales especiales, esta se puede desarrollar en
sectores especificos de Ecuador ya que le proporcio-
nan caracteristicas edéficas y climéaticas ideales que
inciden directamente en la calidad de la fruta. Este
cultivo exige un clima sub cdlido hiimedo, tempera-
tura ambiente, una humedad relativa que supere el
50 % y una formacién ecolégica de bosque hiimedo
montano bajo (ECOFINSA, 2008).

Por medio de estudios realizados en varios pai-
ses, se han logrado conocer algunas de las propieda-
des que presenta la pitahaya para el organismo, mis-
mas que le confieren caracteristicas de ser una fruta
completa por sus cualidades alimenticias y su com-
posicién nutricional, en los que se destaca la presen-
cia de antioxidantes especialmente las betacianinas
y betaxantina (Esquivel y Araya, 2012; Jamilan et al.,
2011), ademas de su aporte protéico y fundamental-
mente por su contenido de fibra y un conjunto de
acidos grasos poli-insaturados.

Con el fin de desarrollar una apertura mdas am-
plia y diversificacién en el mercado internacional,
entidades publicas como PRO ECUADOR vy el Mi-
nisterio de Comercio Exterior han implementado al-
ternativas como ferias y boletines en Paises de Asia
y la Unién Europea, para dar a conocer la pitahaya
como una fruta con alto potencial de comercializa-
cién e industrializacion.

2. Origen

A nivel mundial la familia de la Pitahaya esta cons-
tituida por cerca de 2000 especies las mismas que
se encuentran distribuidas en el continente Ameri-
cano y Asidtico (Jiménez, 2011), en Asia la pitaha-
ya se presenta en paises como Vietnam, Malaysia,
Tailandia y Taiwan principalmente. Esta familia ori-
ginaria de América Latina posee gran diversidad y
endemismo, estd presente en paises como México,
Guatemala, Honduras, Costa Rica, Brazil, Colombia
y Ecuador (Mandujano et al., 2002; Delgado, 2010;
FAO-PRODAR, 2006) (Ver Figura 1).

Solo en México se han registrado 55 géneros y
850 especies. Debido a la gran importancia que ha
generado la produccién de esta fruta en dicho pafs,
se han realizado estudios que han demostrado que
la variabilidad entre especies es relativamente baja y
la presencia de esta fruta en otros paises se debe a la
distribucién del germoplasma por grupos humanos
y aves (Mandujano ef al., 2002).
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Figura 1. Distribuciéon de Pitahaya en América y Asia. Elaborado por las autoras sobre mapa base (IBGE, 23 de Junio

de 2013).

Muchas especies de esta familia se han denomi-
nado genéricamente como “Pitahaya” debido a la si-
militud en sus caracteristicas morfolégicas, lo que
ha hecho que su clasificacién botanica sea mucho
mas compleja. Se destacan dentro de esta especie
cuatro géneros representativos Stenecereus sp., Sele-
nicereus sp., Hylocereus sp., Cereus sp. (Le Bellecet al.,
2006).

En Ecuador no se ha dado mucha importancia
a esta Cactdcea, motivo por el cual la informacién
acerca de su origen es muy limitada, sin embargo se
conoce la presencia de la pitahaya amarilla (Cereus
sp.) con una variante que presenta las mismas ca-
racteristicas conocida también como pitahaya ama-
rilla (Hylocereus sp.) en provincias como: Pichincha,
Morona Santiago y Loja (Rios y Borgtoft Pedersen,
1997) (Ver Figura 2).

3. Descripcién Botanica

La pitahaya (Cereus sp.) pertenece al Reino Plantae,
Clase Angiospermae, Subclase Dicotyledoneae, Or-
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den Opuntiales, Familia Cactaceae, Nombre Cien-
tifico Cereus sp. Con su variante Hylocereus sp. La
altitud 6ptima para este tipo de plantas se encuen-
tra entre los 800 - 1850 msnm, con temperaturas que
flucttian entre 18°C y 25°C, se adapta a suelos bien
drenados con pH ligeramente acido de 5.5 - 6.5, se
desarrolla en ambientes célidos hiimedos y reaccio-
na positivamente a la intensidad luminica (ECO-
RAE et al., 2001).

Es una cactdcea trepadora, perenne, de tipo ar-
bustivo puede llegar a medir 2 m, la misma que se
presenta en aureolas y sus cladodios se extienden
entre 0.50 y 1.50 m de largo y de ancho 0.03 - 0.06
m, su margen es dentado y en sus terminales se dis-
ponen coronas de espinas que miden 0.01 metros
(ECORAE et al., 2001).

Los cladodios de la pitahaya presentan entre tres
a cinco aristas lo que le confiere un aspecto trian-
gular. Crece de forma silvestre sobre arboles, roca,
piedras, troncos y muros; para cultivo se la estable-
ce sobre guias que ayudan como estructura para su
crecimiento (Ver figura 3).
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Figura 3. De izquierda a derecha: A. Flor de pitahaya vista lateral; B. Flor de pitahaya vista frontal; C.Tallos aureolados
con cladodio suculentos; D. Fruto de pitahaya. Elaborado por Elizabeth Yugsi y Ma. Fernanda Paredes.

La flores son hermafroditas grandes, de color en- do, miden entre 0.20 y 0.25 m. El ovario esté ubica-
tre blanco y amarillo sobre todo aterciopeladas, apa- do en la base de un largo tubo llevando las escamas
recen bajo las aureolas y, presentan forma de embu- foliares hacia el exterior. Hay numerosos estambres
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sobre un tallo de anteras esbeltas. El estilo inusual-
mente largo y tubular tiene un largo de 0.20 m y 0.50
m de didmetro.

El fruto es una baya de forma ovoidea, tiene un
largo de 10-12 cm, 7 cm de ancho, amarillo, con bréc-
teas, pulpa jugosa blanca. Antes de madurar es de
color verde. Al avanzar en la madurez la cdscara y
la pulpa de algunas variedades cambian a color rojo
purpura, mientras que en otras variedades la cés-
cara es amarilla y la pulpa es blanca. El fruto pesa
200-350 g y contiene muchas semillas, aproximada-
mente 650 semillas por fruto (Le Bellec et al., 2006).
En la pitahaya amarilla la longitud de la semilla va-
ria entre 2 a 4 mm (OIRSA, 2001).

4. Usos, composiciéon nutricional
y propiedades fisicoquimicas
de la pitahaya

La pitahaya tiene diversas aplicaciones de acuerdo
a su pais de procedencia es asi que se la emplea de
forma ancestral, ornamental, comercial e industrial.
En México este fruto era de gran importancia espe-
cialmente en zonas semi aridas tropicales u subtro-
picales; las comunidades prehispdnicas la han em-
pleado ancestralmente como regalo u ofrenda para
comunidades vecinas o se realizaban bebidas de es-
te fruto para ofrecérselas a los participantes de las
mismas (Lopez, 1999). Sin embargo su explotacién
comercial se inici6 a finales del siglo XIX, pero este
no alcanzo la comercializaciéon esperada comparada
con otras cactdceas productoras de fruto (Calderén
y Figueroa, 1994).

En Ecuador no se ha registrado informacién so-
bre el empleo ancestral que ha tenido este fruto y lo
que se conoce de sus aplicaciones se debe a los estu-
dios realizados por Sanchez et al. (2006) en su articu-
lo “Bosques secos en Ecuador y sus plantas ttiles” y
Rios y Borgtoft Pedersen (1997) en su libro “Usos y
manejo de los Recursos Naturales” en el que men-
cionan su empleo como cercas vivas, uso ornamen-
tal y en lugares que presentan bosques secos se la
emplea como fruta especial para Navidad.

Hoy en dia la importancia de este fruto obliga
a paises como Ecuador a generar proyectos de di-
versa indole ya que basados en la composicién nu-
tricional se la utiliza principalmente, de la siguiente
forma: de manera fresca en trozos o acompafada de
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otra frutas; de otra manera la pulpa de la pitahaya es
sometida a un proceso IQF (Individual QuicK Free-
zing) convirtiéndola asi en materia prima para la
elaboracién de gelatinas, refrescos, helados, yogurt,
dulces, mermeladas, jaleas, cocteles y otros produc-
tos industrializados como esencias extraidas de las
flores y formando parte de suplementos digestivos
(FAO-PRODAR, 2006).

Se trata de una fruta muy especial en cuanto a
cualidades medicinales con una serie de aplicacio-
nes que van desde el alivio a problemas estomacales
hasta problemas endocrinégenos y mejora el funcio-
namiento del tracto digestivo.

El beneficio més conocido de esta fruta es la ca-
pacidad antioxidante que se atribuye a sus semillas
por a su alto contenido de 4cidos grasos naturales
asi como acido linoléico 64.5 %, acido oleico 13.9 %
y acido palmitico 14.4 % (Chemabh et al., 2010), sien-
do el més importante el acido linoléico ya que este
funciona en el organismo como buffer capturando el
colesterol generando un efecto cardioténico (Omidi-
zadeh et al., 2011).

En 100 g de la parte comestible de pitahaya fres-
ca se encuentra: Agua 83 g, Proteina 0.159 - 0.29 g,
Grasa 0.21 - 0.61 g, Fibra 0.7 - 0.9 g, Cenizas 0,64 -
0.68 g, ademas de la presencia de minerales como
Calcio 6.3 - 8.8 mg, Fosforo 30.2 - 36.1 mg, Hierro
0.55 - 0.65 mg; pigmentos como el caroteno 0.005
- 0.012 mg; vitaminas como Tiamina (Vitamina B1)
0.28 - 0.43 mg, Riboflavina (Vitamina B2) 0.043 -
0.045 mg, Niacina (vitamina B3) 0.97 - 0.430 mg, Vi-
tamina C 8 - 9 mg (Morton, 1987).

Otro compuesto importante presente en la cés-
cara y pulpa son las betalainas que pertenecen a
los bioflavonoides derivados de la quercetina, se
presentan como una clase pigmento rojo y amari-
llo indol, la diversidad estructural de estos pigmen-
tos permiten la solubilidad en agua formando dos
grupos estructurales: el rojo violeta (betacianinas) y
amarillo naranja (betaxantinas), son sustancias simi-
lares a las vitaminas que trabajan junto con antioxi-
dantes como la vitamina C evitando la muerte celu-
lar prematura (Esquivel y Araya, 2012).

Las betalainas ayudan a producir coldgeno que
permite que la piel luzca joven, fortalece los vasos
sanguineos y ayuda a resistir las alergias e infeccio-
nes de virus y bacterias (Minshew, 2009).

Las propiedades fisico quimicas mds importan-
tes corresponden al contenido en el jugo de azticares
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reductores como la glucosa 30 - 55 g/L y fructosa 4
-20g/L, la acidez de la pulpa generalmente baja 2.4
- 3.4 g/L; los 4cidos orgénicos principales presen-
tes en el zumo son acido citrico, 4cido lactico que se
presentan en rango de 0.3 - 1.5 %. El principal ami-
nodcido presente en el jugo de pitahaya es la Prolina
1.1-1.6 g/L (Jamilan ef al., 2011).

5. Situacién de la pitahaya en el
Ecuador y el Mundo

Hoy en dia la pitahaya se considera como fruta tro-
pical rentable para exportacién por sus cualidades
morfolégicas y nutricionales, por ello se la esta pro-
mocionado a través del mundo mediante ferias in-
ternacionales en paises tales como: China, Malasia,
Paris, Brasil y Argentina.

Segtn el Setior Diego Vizcaino Director de Agro-
calidad (Agencia Ecuatoriana de Aseguramiento de
la Calidad del Agro, del Ecuador, 2013), la comercia-
lizacién de esta fruta crece lentamente, ya que com-
pite con otras frutas como maracuyd, mango, pifia,
banano, entre otros que por ser mas conocidas tie-
nen un mercado con mayor aceptacién.

La limitante mas importante que presenta es la
baja y sectorizada produccién que tiene la pitahaya,
ya que no se han aprovechado zonas especificas pa-
ra su cultivo, ademads de la falta de conocimiento por
parte de los agricultores. No ha sido un impedimen-
to la falta de estudios y sustento bibliografico refe-
rente a esta fruta, a pesar de esta situacion se estan
planteando alternativas que promuevan su interés
comercial.

Segun los Boletines emitidos por PRO ECUA-
DOR (Instituto de Exportaciones e Inversiones del
Estado Ecuatoriano) la pitahaya se muestra como
oferta exportable, la cual despierta gran interés den-
tro de los importadores y autoridades de control de
calidad de otros paises (PRO ECUADOR, 2013).

En el 2011, el Consulado General de la Reptiblica
del Ecuador en conjunto con la Comisién Municipal
y Agricola de Shanghai, organizaron la Primera Ex-
posicién de Comida ecuatoriana con el fin de pro-
mover la oferta exportable del Ecuador, en el evento
se presentaron productos agricolas que fueron reco-
nocidos por su calidad en la feria, entre ellos el cacao
fino de aroma, la pitahaya y el maracuya.
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Otra muestra de trabajo para promocionar esta
fruta es la que se realiz6 en la feria de alimentos
SIAL, en Paris (2012) en donde se mostro en el stand
ecuatoriano una degustacion de platos tipicos con
productos como el camaroén, el palmito, atdn y chi-
fles y se aprovecho esta vitrina para dar a conocer
otras frutas ecuatorianas como la uvilla, pitahaya,
papaya, orito, tomate de arbol, maracuyd y taxo a
los mds de 150.000 visitantes que se dieron cita (PRO
ECUADOR, 2013).

El Banco Central del Ecuador a través de su fuen-
te de informacién virtual y su sub partida NANDI-
NA 0810904000 correspondiente a Pitahaya (Cereus
sp.) en el periodo 2009 - 2012 indica el flujo de las
exportaciones lo que determina la presencia e im-
portancia de este fruto en otros paises (Ver Tabla 1).

6. Conclusiones

La pitahaya no tiene un origen establecido, debido a
que los paises en los cuales se presenta este cultivo
se disputan su mencién etnobotédnica, sin embargo
la proporcién més amplia de esta familia se presen-
ta en México del que se sugiere una migracién de
germoplasma especialmente hacia el sur.

El estudio que han generado los paises que co-
mercializan este fruto permite interpretar la impor-
tancia nutricional que implica. La presencia de bio-
flavonoides como las betalainas otorgan caracteris-
ticas antioxidantes ya que capturan los radicales li-
bres de las células evitando asi el proceso degene-
rativo y la muerte celular; ademads del beneficio que
brinda el conjunto de dcidos grasos como el linolei-
co u omega 3 y que genera un efecto cardioténico;
sin restar importancia al contenido en minerales co-
mo Calcio 6.3 - 8.8 mg, Hierro 0.55 - 0.65 mg, F6sforo
30.2 - 36.1 mg; Vitaminas que son parte del complejo
B.

El Ecuador estd intentando promocionar esta
fruta por las propiedades nutricionales que presen-
ta, considerando que es un producto con alto poten-
cial comercial, obligando asi a entidades guberna-
mentales a generar proyectos para viabilizar el co-
mercio a otros paises, por tener amplias aplicaciones
industriales considerando su uso en helados, mer-
meladas, sorbetes, bebidas y otras.
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Tabla 1. Toneladas exportadas de pitahaya entre 2009 y 2012. Fuente: (Banco Central del Ecuador, 2012)

PAIS

TONELADAS

Francia
Singapur
Paises Bajos
Holanda
Canada
Espafa
Hong Kong
Indonesia
Suecia
Alemania
Suiza
Bélgica
China
Chile

Emiratos Arabes Unidos

Antillas Holandesas

Italia
Reino Unido

93.46
46.85
35.50
29.29
8.53
8.30
6.02
4.13
2.70
1.56
1.56
1.34
0.63
0.13
0.05
0.04
0.02
0.01
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Resumen

En este articulo, se hace un breve recordatorio de las particularidades del sistema inmunitario del joven cachorro canino, explicando
por qué la absorcién de los anticuerpos de origen materno via calostro es esencial para su sobrevivencia. Sin embargo, estos anticuer-
pos inhiben la capacidad del joven cachorro a empezar su propia respuesta inmunitaria. Se define asi el periodo critico inmunolégico
durante el cual el cachorro no tiene suficientes anticuerpos maternales para protegerlo contra una infeccién, pero demasiados de los
mismos para responder correctamente a la vacunacién. Durante este periodo, los animales son muy vulnerables a las infecciones. Es
por eso que los protocolos de primovacunacién tienen que tomar en cuenta el momento y las variaciones de duracién del periodo
critico para poder proteger a todos los cachorros. El protocolo vacunal tiene que adaptarse también al modo de vida de cada animal
y por esta razén los intervalos entre cada refuerzo son especificos de la situacién de cada animal.

Palabras clave: cachorro, enfermedad infecciosa, periodo critico, vacuna.

Abstract

This article makes a quick recall of the puppy’s particular immunological system, explaining why the absorption of the maternal
antibodies of the colostrum is so essential for his survival. However, those antibodies inhibit the ability of the young puppy to start
its own immune response. Thats how we define the puppy’s immunological gap: it’s the period during whitch there is not enough
maternally derived antibodies to protect it against infections, but too many to respond properly to vaccination. During this gap, the
puppies are very suceptible to infectious diseases. This is why the vaccination protocols should consider the variation of the duration
and moment of appearance of the immunological gap in order to protect every puppy. The vaccination protocol has to adapt also to
the lifestyle of every animal, and that’s why the intervals between the boosters are specific to the animal’s situation.

Keywords: puppy, infectious disease, immunological gap, vaccine.
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1. Introduccion

Cuando un propietario adopta un cachorro, en ge-
neral acude rdpidamente al veterinario. La primera
consulta es el momento para comenzar el protocolo
vacunal y dar consejos de educacién. El veterinario
tiene que hacer las preguntas correctas para llegar a
distinguir en qué ambiente va a vivir y qué modo de
vida va a tener. El momento de la adopcién, entre 2
y 3 meses de edad, es un periodo critico para el ca-
chorro que es muy susceptible a las enfermedades
infecciosas, que pueden llegar a ser mortales. ;C6-
mo proteger al cachorro durante este periodo critico
y garantizar una buena inmunidad duradera? En la
primera parte de este articulo, se verdn los puntos
esenciales de la inmunidad del joven cachorro pa-
ra entender por qué es mas vulnerable que el adulto
frente a las enfermedades infecciosas. En una segun-
da parte, se definird el término de periodo critico. Fi-
nalmente, se revisardn los protocolos vacunales cla-
sicos y cémo adaptarlos al modo de vida de cada
animal.

2. Particularidades del sistema
inmunitario del joven canino

Cuando nace el cachorro pasa de un ttero estéril
a un ambiente en el cual estd expuesto a todo tipo
de microrganismos. Para poder sobrevivir a esta in-
vasién bacteriana necesita la proteccién su sistema
inmunitario. Este sistema inmunitario es funcional
pero no es experimentado y por lo tanto es muy len-
to en reaccionar. Es por eso que la madre juega un
papel esencial permitiendo el traslado pasivo de an-
ticuerpos (Tizard, 2013).

La inmunidad especifica del cachorro es asimé-
trica: la respuesta humoral via los anticuerpos es
mads importante que la inmunidad a mediacién ce-
lular. Este desequilibrio entre la respuesta humoral
y respuesta de mediacién celular fue demostrada en
varias especies y permite la implantaciéon del feto
en la madre. Este desequilibrio se va a corregir en
el cachorro por educacion del sistema inmunitario,
ya que la respuesta a mediacién celular es més efi-
ciente contra las enfermedades infecciosas (Person,
2003). Mientras tanto, el joven cachorro puede con-
tar con una “ayuda inmunitaria” suplementaria: los
anticuerpos transferidos por la madre a sus cacho-
rros via el calostro.
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La transferencia de anticuerpos por el calostro
es esencial en los caninos y felinos ya que el 90 a
95 %de los anticuerpos pasan por esta via (Tizard,
2013). La transferencia placentaria se ve reducida
por el tipo de placentacién endoteliocorial, en la cual
las circulaciones maternales y fetales estdn separa-
das por 4 capas tisulares (Day y Schultz, 2011). El
cachorro recién nacido empieza ingerir el calostro y
los anticuerpos de origen materno (AOM) pasan en
la circulacién general gracias a mecanismos de pro-
teccién que los protegen de la proteasas en el trac-
to digestivo durante pocas horas después del naci-
miento. La cantidad de AOM presente en la circula-
cién del cachorro disminuye 50 % cada 10 dias apro-
ximadamente. Por lo tanto, la duracién de la protec-
cién de los AOM depende directamente de la canti-
dad de inmunoglobulinas G (IgG) ingeridas por el
cachorro (Tizard, 2013). Esta cantidad depende de
factores maternos (cantidad de IgG producidas, ac-
ceso a las tetillas), de factores dependientes del re-
cién nacido (tiempo de ingestién de calostro, veloci-
dad de crecimiento. ..) y del tamafio de la camada.

La transferencia pasiva de la inmunidad mater-
na es un arma de doble filo. Si bien este proceso es
esencial para la sobrevivencia de los cachorros fren-
te a las infecciones que pueden ser mortales, la pre-
sencia de AOM inhibe el desarrollo de la inmuni-
dad adquirida hasta que estas proteinas de origen
materno se hayan degradado (Day, 2007). El siste-
ma inmunitario del cachorro muy joven no es capaz
de responder a una estimulacién vacunal ya que los
AOM neutralizan las vacunas vivas atenuadas. Se
considera que la inmunidad pasiva de origen ma-
terno representa un obstaculo a la puesta en marcha
de la inmunidad activa del joven (Person, 2003). La
duracién de la inhibicién depende de la cantidad de
anticuerpos transferidos y de la media vida de estos.
Los protocolos vacunales tienen que tomar en cuen-
ta varios factores y sobre todo las particularidades
inmunolégicas del cachorro (Boullier, 2003).

3. Problemaitica de la vacunacién
del joven cachorro: nocién de
periodo critico

El titulo sérico de anticuerpos del joven depende de
la cantidad de calostro absorbida por el cachorro.
Estos anticuerpos disminuyen progresivamente du-
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rante las primeras semanas de vida por 3 factores:
el consumo de los anticuerpos por el microbismo
ambiental, la dilucién pasiva debida al crecimien-
to del cachorro y la destruccién de los anticuerpos.
La disminucién de los AOM se hace hasta 2 umbra-
les (Cassaleux y Fontaine, 2006): el umbral de pro-
teccién; bajo el cual el cachorro no tiene suficientes
AOM para poder defenderse contra una infeccién
natural. Este umbral depende del estrés, del destete
y de la presencia de enfermedades concomitantes. Y
el umbral de neutralizacién vacunal: arriba del cual
los AOM neutralizan las vacunas. Si se vacuna a un
cachorro arriba de este umbral, la vacuna esti neu-
tralizada.

El umbral de neutralizacién vacunal se encuen-
tra por debajo de umbral de proteccién. Estas dos
nociones se encuentran descritas en la Figura 1.

o - — o ————

Tasa sérica en anticuerpos neutralizantes

0 4 8

Se denomina periodo critico (o ventana de sus-
ceptibilidad) al tiempo durante el cual el cachorro
no tiene suficientes AOM para combatir una infec-
cién natural, pero demasiados como para ser vacu-
nado de manera eficiente (Ver la Figura 1). El mo-
mento en el cual el cachorro estd sometido a este pe-
riodo critico depende de: la inmunidad de la madre,
de la cantidad de calostro tomada, del fenémeno de
dilucién, de la velocidad de crecimiento del cacho-
rro y de la sensibilidad individual (Cassaleux, 2009;
Boullier, 2003). En promedio, este periodo estd ubi-
cado entre las 6 y las 12 semanas de edad (Person,
2003), pero puede durar hasta las 16 semanas (Cas-
saleux, 2009). No se puede prever con exactitud el
principio de la inmunocompetencia en el cachorro,
y los protocolos vacunales tienen que tomar esto en
cuenta (Day, 2007).

Variacion de la tasa en anticuerpos

Umbral de proteccién

Umbral de
neutralizacion vacunal

12

Edad (semanas)

Periodo critico

Figura 1. Curva que demuestra la disminucion de la tasa sérica en anticuerpos neutralizantes o anticuerpos de origen
maternal en funcién de la edad del cachorro. El periodo critico es el periodo de tiempo durante el cual la tasa de AOM
se encuentra entre el umbral de proteccién y el de neutralizacion vacunal.
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CachorroB

Cachorro A

P ——————

Tasa sérica en anticuerpos neutralizantes

0 4 8

- = == == = == Umbral de proteccién

Umbral de
neutralizacion vacunal

12

Edad (semanas)

Figura 2. Esquema de la evolucion de la tasa sérica en anticuerpos neutralizantes o anticuerpos de origen maternal en
dos cachorros A y B en funcién de la edad. Los cachorros pertenecen a la misma camada pero que recibieron cantidades
diferentes de calostro. Se observa que el periodo critico interviene en dos momentos diferentes segtin la tasa sérica de

anticuerpos del principio.

Se observa una variacién entre individuos de la
ventana de susceptibilidad. En la Figura 2, se toma
el ejemplo de dos cachorros de una misma camada
que no tomaron la misma cantidad de calostro, se
nota que el periodo critico no interviene en el mis-
mo momento. El cachorro B, que recibié més calos-
tro, tiene una cantidad de AOM mads importante y
su periodo critico se encuentra entre 10 y 12 sema-
nas de edad. En cambio, el cachorro A recibié menos
calostro y los AOM desaparecen mas temprano. Su
periodo critico estd ubicado entre las 6 y las 8 sema-
nas de edad.

Este ejemplo justifica el uso de varias dosis va-
cunales en primovacunacién. En efecto, si estos dos
cachorros recibieran una sola dosis vacunal a las 10
semanas, el cachorro B no podria responder a la es-
timulacién vacunal. Por eso en primovacunaciéon se
recomienda al menos 2 inyecciones separadas por 3
a 4 semanas para asegurar una buena respuesta en
todos los cachorros de la camada.
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4. Actualizaciones en vacunolo-
gia canina: adaptar el protocolo
vacunal a cada animal

En los caninos y felinos, el objetivo de la vacunacién
es doble: proteger al individuo contra las infeccio-
nes mds comunes y proteger a la poblacién contra
el riesgo de la aparicién de una epizootia (Bergues y
Bertagnoli, 2003). Para los caninos existen recomen-
daciones vacunales emitidas por dos grandes or-
ganizaciones internacionales: The World Small ani-
mal Veterinary Association (WSAVA) y la American
Animal Hospital Association (AAHA) (Day et al.,
2010). Estas recomendaciones varian para la primo-
vacunacién segln si el animal tiene mas o menos
de 4 meses. Si el animal tiene menos de 4 meses,
se considera que todavia puede haber interferencia
con los AOM y se aplican mds vacunas. En cam-
bio, un cachorro de mas de 4 meses tiene niveles de
AOM muy bajos que no pueden neutralizar a una

1A GRANJA: Revista de Ciencias de la Vida 22(2) 2015: 59-65.
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vacuna, por lo tanto se usan menos inyecciones en
primo-vacunacién. Al afio, se vuelven a aplicar to-
das las vacunas para completar la primovacunacion.
Estas recomendaciones sugieren también que el ani-
mal estd protegido por refuerzos cada 3 afios para el

Distemper, la Hepatitis infecciosa y la Parvovirosis.
Para la Rabia, el Parainfluenza y la Leptospirosis, se
necesitan todavia un refuerzo anual porque las va-
cunas son menos eficientes. Estas recomendaciones
estdn resumidas en la Figura 3.

PRIMOVACUNACION |

DHP
R
| | 1 | o9 | | | I
T T T T 77, T T T T
6-8s 10- 12s 14-165 18-20s 1a 2a 3a 43
DHP DHP DHP DHP || Pi Pi DHP
Pi Pi Pi Pi R* R* Pi
R R R*

Figura 3. Esquema recapitulativo del protocolo vacunal recomendado por el WSAVA y la AAHA. Leyenda: D= Dis-
temper, H= Hepatitis infecciosa, P= Parvovirosis, Pi= Parainfluenza, L= Leptospirosis, R= Rabia, R*= Rabia segtn la

legislacion, s= semanas de edad, a= afos de edad.

Estas recomendaciones conforman un protocolo
clasico. Pero el mejor protocolo vacunal es el que
estd adaptado al individuo que vacunamos. Prime-
ro, se tienen que evaluar los riesgos especificos a
la situacién del animal. Estos riesgos dependen de
pardametros propios de la enfermedad (mortalidad,
prevalencia, incidencia), del riesgo de exposicion al
agente infeccioso y de la eficiencia de la vacuna.

Una de las preguntas al construir un protocolo
vacunal es saber a partir de qué edad vacunar. Co-
mo vimos, se necesitan varias inyecciones en primo-
vacunacion para poder proteger a todos los anima-
les independientemente de la edad en la que presen-
ta el periodo critico. Si el animal tiene menos de 4
meses se hacen 3 inyecciones separadas por 3 a 4 se-
manas a partir de las semanas 8-9 de vida. Si el ani-
mal tiene mds de 4 meses, 2 inyecciones separadas
por 3 a 4 semanas son suficientes. La primovacuna-
cién se termina con una tltima inyeccién méximo 12
meses después de la dltima vacuna.

Existe un debate sobre los refuerzos anuales de
las vacunas. Recientes estudios estiman que los re-
fuerzos anuales ya no son necesarios (Greene, 2006;
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Day et al., 2010), ya que la duracién de la protec-
cién de las vacunas dura de 7 a 9 afios para el
Distemper, la Hepatitis infecciosa y la Parvovirosis
(Schultz, 2006; Day et al., 2010). A partir de estos da-
tos podemos proponer refuerzos cada 3 afios des-
pués del primer refuerzo al afio para el Distemper,
la Hepatitis infecciosa y la Parvovirosis. Este parece
ser un buen compromiso entre los datos cientificos
y las recomendaciones de los fabricantes de vacu-
nas. Sin embargo, esto no es valido para las vacu-
nas inactivadas (Leptospira, Parainfluenza y Rabia) o
locales (Bordetella). Asi, el perro serd vacunado cada
afo, pero con vacunas diferentes (Schultz, 2006; Day
et al., 2010).

Estas recomendaciones se pueden adaptar al
modo de vida del animal, aumentando o disminu-
yendo el tiempo entre los refuerzos o la cantidad de
vacunas, como se ve en la Tabla 1.

Asi vemos que los perros que viven en perrera
reciben cada afio las vacunas contra el Distemper, la
Hepatitis infecciosa, la Parvovirosis, Parainfluenza,
Leptospira y Bordetella bronchiseptica. En cambio los
perros que viven solos y nunca salen de la casa, ne-
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cesitan sélo las vacunas esenciales (Distemper, he-
patitis, Parvovirosis) y las otras son opcionales (Pa-
rainfluenza, Leptospira, Bordetella bronchiseptica).

5. Conclusiones

Para concluir, con el aumento del nimero de vacu-
nas en el mercado y recientes controversias sobre los

efectos secundarios de las vacunas, tanto en medici-
na humana como veterinaria, se ha instaurado un
debate en la sociedad sobre la vacunacién. En este
contexto, es importante que el veterinario reconside-
re el acto vacunal, que no es ningdn acto superfluo.
La vacunacién comporta riesgos y efectos secunda-
rios. Para minimizar estos riesgos, se debe hacer un
examen clinico riguroso, respetar las condiciones de
utilizacién de las vacunas y adaptar el protocolo al
modo de vida del animal.

Tabla 1. Tabla que clasifica a los perros en diferentes categorias segtin su modo de vida (lugar de vida, convivencia
con otros animales, acceso al exterior...). Segtin el modo de vida, se sugiere la frecuencia de refuerzos vacunales que
se deberfa aplicar (adaptado de (Greene, 2006)). Leyenda: D = Distemper, H = Hepatitis infecciosa, P = Parvovirosis,
Pi = Parainfluenza, L = Leptospirosis, R = Rabia, Bb= Bordetella bronchiseptica.

Categorfas de perros

Modo de vida

Frecuencia de los refuerzos

Perros que viven en perrera o
en grupos

Perros que viven afuera

Perros que pasan mucho tiempo
afuera

Perros que viven adentro

Cohabitacién de muchos perros, refugios,
perros de trabajo (militares, policias...)

Pasan la mayoria del tiempo afuera sin control

Tienen contacto con otros perros

Viven estrictamente adentro y no tienen
contacto con otros perros

Todos los afios: DHPPIL Bb
Rabia: segtin la ley
Herpesvirus: para las perras prefiadas

Todos los afios: DHPPIL Bb
Rabia: segtin la ley

Cada 3 anios: DHPPIL Bb
Cada ano: PiL Bb
Rabia: segtin la ley

Cada 3 afios: DHP
Rabia: segtin la ley
Opcional: PiL. Bb
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Todos los articulos son publicados para poder acce-
der a su contenido de manera abierta sin restriccio-
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Copyright

Los autores son los titulares de los derechos de to-
dos los articulos en La Granja, no obstante los auto-
res han concedido a terceros, de antemano y a per-
petuidad, el derecho a usar, reproducir o difundir el
articulo, previa citacién de la originalidad del mis-
mo articulo

Para que un articulo pueda ser sometido al pro-
ceso de Revisién por Pares, se deben cumplir los si-
guientes pasos y lineamientos:

Originalidad

1. Al ingresar un manuscrito a La Granja: Revis-
ta de Ciencias de la Vida, el sistema exige que
el autor confirme que el material entregado es
inédito y original, que no ha sido publicado an-
teriormente en forma impresa o electrénica y
que no se presentard a ningtin otro medio antes
de conocer la decisién de esta revista.

Envio electrénico por OJS

2. Enviar el manuscrito en forma electréni-
ca a través del sistema OJS (Open Jour-
nal System) de la pagina de La Revis-
ta de Ciencias de la Vida: La Granja
(http:/ /revistas.ups.edu.ec/index.php/granja),
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previo registro y junto con la CARTA DE PRE-
SENTACION (adjunta en el mismo enlace) que
debe incluir el tipo de articulo que se quiere
someter a revision: articulo cientifico, revision
bibliogréfica o punto de vista. Las comunica-
ciones breves se reservan para hallazgos sobre-
salientes y se publicardn en un tiempo mucho
menor al de los articulos regulares. De la mis-
ma manera, se deben responder las siguientes
preguntas del manuscrito:

o ;Qué preguntas o hipétesis aborda su tra-
bajo?

o ;Essu trabajo claramente importante y no-
vedoso? ;Por qué?

e ;Cémo contribuye su trabajo a la com-
prensién y avances de la ciencia?

e ;Suestudio es relevante para cientificos de
otros paises?

Requerimientos técnicos

3. Los articulos pueden estar escritos sobre Micro-
soft Word (.doc o .docx) o IATEX (.tex).

4. Cuando presente el articulo, usted no debe in-
tentar disefiar el manuscrito, no justifique el
documento, o centre los titulos, ni utilice el for-
mato de doble columna. El tnico formato re-
querido es que los nombres en latin de los or-
ganismos deben estar en itdlicas.

5. Las fotos, ilustraciones tinicamente se presen-
tan como figuras, y éstas, al igual que las tablas,
deben estar numeradas secuencialmente inclu-
yendo una descripcién al pie explicativa para
cada una, asi como estar referidas en el texto.
Las ecuaciones a las cuales se haga referencia
en el articulo también deberdn estar numera-

das.
6. Use doble enter al final de cada parrafo, titulo

o encabezamiento. No use enter en ningtn otro
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lugar, deje al programa procesador de palabras
romper las lineas en otros lugares.

Componentes del manuscrito

7.

10.

11.

12.

Titulo: debe ser corto, conciso y reflejar el con-
tenido del articulo. Escribirlo en maytusculas
y mindsculas, centrado; si contiene nombres
cientificos de taxa, destacarlos con cursivas, sin
el autor del taxén. Debe estar escrito en inglés
y espafiol.

. Nombre de los autores y filiacién: El nombre

del (los) autor(es) debera escribirse completo,
en mayusculas y mindsculas, alineados al cen-
tro. Todo autor debe indicar su filiacién institu-
cional con superindices indicando su direccién
de contacto, y correo electrénico.

Adicionalmente se debe incluir qué autor sera
el responsable del manuscrito o autor por co-
rrespondencia.

. Resumen: Este parrafo debe informar al lector

sobre la hipétesis que buscé responder a través
de su investigacion, la metodologia o disefio
experimental utilizado, los principales resulta-
dos y conclusiones (en no mds de 250 palabras).
Debe estar escrito en inglés (Abstract) y en espa-
fiol.

Palabras clave: Las palabras clave seran de tres
a seis y representaran los principales temas del
articulo, deberan ser colocadas al final del resu-
men, en mintsculas, separadas entre si por co-
mas. Deberdn incluirse tanto en espafiol, como
en inglés (Key words).

e Introduccién

e Materiales y métodos (incluyendo 4rea de
estudio)

e Resultados
e Discusion
e Agradecimientos

e Referencias

Los Resultados y la Discusién pueden presen-
tarse en algunos casos combinados.

Los agradecimientos deberdn estar solamente
en un parrafo al final del articulo y ser cortos.
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13.

14.

La seccién de Referencias debe incluir todas
las publicaciones referidas en el texto. No se
debe incluir reportes no publicados u otro ti-
po de informacién que no es posible obtener.
Las tesis deben citarse tinicamente cuando es-
tén disponibles para consulta en una biblioteca.
En el texto las referencias deben seguir el sis-
tema nombre-fecha en orden cronolégico por
ejemplo: Whitmore (1984), Van der Maarel et al.,
(1987), Olsen y Balslev (1990), Laegaard (1992).
Dos o més referencias citadas en el mismo si-
tio del texto deben ser arregladas cronolégica-
mente y no alfabéticamente, por ejemplo: Acos-
ta Solis (1982, 1992), Estrella (1983, 1986, 1989,
1991, 1995).

La seccién de Referencias debera incluirse en
un archivo aparte sobre IATEX, proporcionando
un archivo de informacién bibliogréfica (.bib);
o si el articulo estd escrito sobre Microsoft Word
u otro procesador de texto, afiadir una tabla en
Microsoft Excel (.xls 0.xIsx) y utilizer el Sistema
de Administracién de Fuentes. De esta manera,
el formato de la revista para las referencias se
coloca automdticamente, tal como se muestra
en algunos ejemplos a continuacién:
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15.

Numerar las figuras secuencialmente con na-
meros arabigos (1,2,3,...) enel orden en que de-
ben aparecer en el texto. Numerar las tablas se-
cuencialmente con nimeros arabigos (1,2,3,...)
en el orden en que deben aparecer en el tex-
to. Cuando escriba los titulos de figuras y los
encabezamientos de tablas, asegtrese de que
cada una de las figuras y tablas sean auto-
comprensibles, por ejemplo: sin tener que re-
gresar a leer el texto de nuevo.

Preparacién de las figuras

16.

17.

18.

19.

20.

21.
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Las figuras pueden ser dibujos lineales, mapas,
o fotografias de medios tonos en blanco y negro
o a color en resolucién de 300 dpi.

Disefie las figuras para que se ajusten eventual-
mente al tamafio final de la revista 19,2 x 26,2
cm. Asegurese de que las inscripciones o deta-
lles, asi como las lineas, tengan tamaros y gro-
sores adecuados de tal manera que no queden
ilegibles cuando sean reducidos a su tamafio fi-
nal (ntimeros, letras y simbolos deben ser redu-
cidos al menos a 2,5 mm de altura después que
las ilustraciones han sido reducidas para ajus-
tarse a la pagina impresa). Idealmente, las ilus-
traciones lineales deben ser preparadas a apro-
ximadamente a un cuarto de su tamafio final de
publicacién, ejemplo: 4,7 X 6,5 cm.

Diferentes elementos en la misma figura deben
ser deletreados a, b, ¢, d, etcétera.

Las fotografias deben gravarse con alto contras-
te y en alta resolucién. Recuerde que las foto-
grafias frecuentemente pierden contraste en el
proceso de impresién.

El texto en las figuras y mapas debe escribirse
con letras facilmente legibles, por ejemplo con
el tipo Arial.

Si las figuras han sido previamente usadas, es
la responsabilidad del autor el obtener el per-
miso correspondiente para evitar problemas

posteriores relacionados con los derechos de
autor.

Procedimiento editorial

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

Cuando el manuscrito ha sido recibido por el
editor pasa por dos procesos de seleccién. El
primero se lleva a cabo dentro de un Consejo
Editorial Interno que determinard la pertinen-
cia y solvencia cientifica del manuscrito.

Si el manuscrito es aprobado, pasaré al segun-
do proceso dentro del Consejo Editorial Ex-
terno, el cual estd conformado por expertos
de instituciones extranjeras, con reconocimien-
to internacional.

Si el articulo no es aceptado, serd devuelto al
autor.

Si el articulo es aceptado para publicacién, el
editor combinara los comentarios de los revi-
sores con sus propios comentarios editoriales
y regresardn el manuscrito al autor principal
para su revision final. El autor debe entonces
realizar las correcciones y cambios necesarios.
Usualmente el tiempo dado para cambios no
serd mayor a dos semanas.

La editorial hara las correcciones necesarias al
manuscrito. En este punto, si es necesario, una
segunda prueba de impresién puede ser envia-
da al autor corresponsal, pero usualmente esto
no ocurrira.

Los editores combinaran todos los manuscritos
de acuerdo al tema en el volumen de la

La velocidad de publicacién del volumen de la
revista depende de la calidad de colaboracién
entre los autores de los manuscritos, los reviso-
res, la imprenta, y los editores. Cada vez que
uno de los autores toma mds tiempo del nece-
sario para contestar a un requerimiento, el pro-
ceso entero serd afectado.
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