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Resumen. Dada la importancia alimentaria, medicinal, farmacéutica e industrial
que ha adquirido la zabila (4/oe vera (L.) Burm. f.) a nivel mundial en la Gltima dé-
cada y debido a la escasa informacion sobre la diversidad genética de este cultivo
distribuido en las zonas aridas de Venezuela, se realizo la presente investigacion
con el objeto caracterizar citogenéticamente las poblaciones de zabila en diferen-
tes municipios del estado Zulia, Venezuela. El procesamiento del tejido radical se
realizé mediante la técnica del aplastado tisular. El estudio carioloégico demostro
que todas las poblaciones poseen el mismo niimero de cromosomas (2n=14) y la
férmula cromosémica quedd constituida por 4 pares de cromosomas largos subte-
locéntricos y 3 pares pequefios submetacéntricos. Las poblaciones de cada munici-
pio presentaron variaciones en los valores de longitud total, longitud de brazo lar-
go y brazo corto de los cromosomas, lo que permite diferenciar citogenéticamente
cada una de ellas. Recibido: 16 diciembre 2011 / Aceptado: 18 marzo 2012.
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CYTOGENETIC CHARACTERIZATION OF ALOE VERA
(ALOE VERA (L.) BURM. F.) PLANTINGS IN THE STATE
OF ZULIA, VENEZUELA

Abstract. Given the importance that aloe (4loe vera (L.) Burm. f.) has acquired
worldwide for food, medicinal, pharmaceutical and industrial uses during the last
decade and due to limited information about the genetic diversity of this crop
throughout arid zones in Venezuela, research was performed to characterize aloe
populations cytogenetically in different municipalities of the State of Zulia. Radi-
cal tissue processing was performed using the crushed tissue technique. The
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karyological study showed that all populations have the same number of chromo-
somes (2n = 14); the chromosome formula consists of 4 pairs of long
subtelocentric and 3 pairs of small submetacentric chromosomes. Populations in
each municipality showed variations in chromosomal values of total, long and
short arm length, which made it possible to differentiate each population accord-
ing to its cytogenetic features. Received: 16 december 2011 / Accepted. 18 march
2012.

Keywords: Aloe vera, chromosome, State of Zulia.

INTRODUCCION

La zabila (4loe vera (L.) Burm. f. = Aloe barbadensis Mill.) es
una planta nativa de Arabia y noroeste de Africa, cuyos lazos con la
humanidad datan de los tiempos biblicos. Ha sido utilizada por los
egipcios, romanos, griegos, arabes, indios y chinos para usos medici-
nales y cosméticos y actualmente se aprovechan sus cualidades emo-
lientes, humectantes, hidratantes y desinfectantes, debido a su conte-
nido de sapogeninas, glucosidos, polisacaridos, vitaminas, etc. idea-
les para la elaboracion de cremas y desde el punto de vista medicinal
para el tratamiento de muchas enfermedades (Schweizer, 1994).

En el Continente Americano, la introduccion de la zabila fue
realizada por Cristoébal Colén, quien la traia como parte de los “re-
medios” del botiquin de abordo. En Venezuela, fueron los conquista-
dores espafioles quienes trajeron la zabila directamente al estado
Falcon, desde Curacao, a donde lleg6 desde Barbados, establecién-
dola en algunas haciendas de este estado, donde se propago, algunas
veces inducida por el hombre para uso doméstico y otras orientadas
al cultivo, que con el tiempo, llegd a naturalizarse en diferentes re-
giones del pais, entre ellas el estado Zulia (Pifia y Chirino, 2008). A
los estados Sucre, Zulia y Anzoategui se presume que también llegd
via maritima en funcion del intercambio comercial con las islas del
Caribe (Instituto de Comercio Exterior, 1990).

En Venezuela, las especies de A/loe més conocidas e importan-
tes comercialmente por su alto contenido de acibar son A. ferox (Mi-
ller), A. perryi (Baker) y A. vera distribuidas en forma silvestre y cul-
tivada en las regiones aridas de los estados Falcon, Lara, Anzoate-
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gui, Sucre y Zulia (Vega et al., 2005). Sin embargo, la intensa activi-
dad econdémica que ha generado el cultivo de 4. vera en Venezuela
durante los ultimos diez afios ha impulsado a desarrollar investiga-
ciones en el campo del fitomejoramiento con la finalidad de obtener
cultivares con mayor volimenes de produccion, resistentes a plagas
y enfermedades y adaptadas a nuevas zonas de cultivo (Imery y Ce-
quea, 2001; Ren et al., 2007; Molero y Matos, 2008).

A. vera es una planta de hojas alargadas, carnosas y ricas en
agua y alcanza una altura de 50 a 70 cm; las hojas estdn agrupadas
hacia el extremo, con tallos de 30 a 40 cm de longitud, poseen el bor-
de espinoso dentado; las flores son tubulares, colgantes y amarillas.
Esta planta es xer6fila, lo que le permite adaptarse en areas de poca
disponibilidad de agua (Vega et al., 2005). Muchas propiedades nu-
tritivas y usos han sido atribuidos a esta planta, como estimulante de
crecimiento y regenerador celular, antioxidante, digestivo, desinfec-
tante, laxante, antimicrobiano, antiinflamatorio, antitumoral, inmu-
noestimulatoria, antidiabético, entre otros (Hamman, 2008; Rama-
chandra y Srinivasa, 2008).

Para emprender proyectos que intenten aumentar su produc-
cion, propagacion y mejoramiento, se hace necesario conocer su do-
tacion cromosdmica; a pesar de ello, lo que se conoce en cuanto a la
diversidad genética de los zabilares silvestres o cultivados en Vene-
zuela es poco. La mayoria de las especies de la familia Alolaceae
presentan un cariotipo bimodal con 2n=14 cromosomas. Los estu-
dios citogenéticos realizados en zabila indican que el nimero basico
de esta especie es de x=7 cromosomas, distribuido en cuatro cromo-
somas acrocéntricos grandes (L1-L4), de 12 a 18 um, y tres cromo-
somas submetacéntricos pequenios (S1-S3), de 4 a 6,5 um (Brand-
ham, 1971; Jiet al., 2002; Zheng et al., 2005). Marshak (1934) y Ren
et al. (2007) sefalan que este grupo vegetal es un modelo de estabili-
dad cariologica, en funcion de la similitud en el nimero y la morfolo-
gia de sus cromosomas mit6ticos.

El primer estudio genético en esta planta fue realizado en la
India por Sutaria (1932), quien identificd por primera vez el carioti-
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po de 4. vera formado por 14 cromosomas distribuidos en dos gru-
pos claramente diferenciados por su tamafo y morfologia. Marshak
(1934), estudiando los cromosomas y la compatibilidad de la subtri-
bu Aloinae determin6 que 4. vera presenta tres cromosomas largos,
uno intermedio y tres cortos. Sapre (1978) realizo estudios cariomor-
fométricos en poblaciones de la misma region de la India, caracteri-
zando a cada par de homologos de acuerdo a la longitud de sus bra-
zos y por la presencia y ubicacion de constricciones secundarias y
satélites.

En Venezuela se han realizado varios estudios citogenéticos en
zabila. Matos y Molina (1997) indican el complemento somatico de
esta planta compuesto por 14 cromosomas (8L+6S), todos de tipo
submetacéntrico, con longitudes que varian entre 5,55y 17,76 um.
Albornoz e Imery (2003) observaron cariotipos bimodales con 8 cro-
mosomas grandes y 6 pequefios (2n=14= 8L+6S), con diferencias
significativas entre las poblaciones estudiadas en el estado Sucre al
comparar la relacion de longitud del brazo largo/brazo corto de cada
uno de los cromosomas. La determinacion del indice cromosdémico
permiti6 el reconocimiento de recursos fitogenéticos en plantas de
zabila en el oriente de Venezuela.

En este trabajo de investigacion se desea realizar un estudio ci-
togenético de las poblaciones de zéabila (4/oe vera) en diferentes mu-
nicipios del estado Zulia, Venezuela.

MATERIALES Y METODOS

OBTENCION DEL MATERIAL

Las plantas empleadas para realizar esta investigacion fueron
obtenidas de cultivos comerciales de los municipios Mara, Paez,
Maracaibo y Miranda del estado Zulia (Venezuela). Estas zonas de
vida estan caracterizadas por ser un bosque muy seco tropical con
una temperatura media anual promedio entre 23°C y 30°C, una hu-
medad relativa del 79% y una precipitacion media anual entre 500 y
1000 mm. Los suelos son considerados semiaridos y las lluvias se
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presentan entre los meses de Julio hasta Noviembre (Ewel y Madrid,
1976).

ESTUDIO CITOGENETICO

Esta fase experimental se llevo a cabo en el Laboratorio de Bio-
logia Celular y Genética de la Facultad de Humanidades y Educa-
cion de la Universidad del Zulia, estado Zulia, Venezuela.

Se seleccionaron 30 plantas al azar de cada plantacion que
presentaran una altura entre 15 a 20 cm. Para realizar este estudio,
se limpi6 cuidadosamente el rizoma de las plantas con abundante
agua y se indujo el crecimiento de las raices de las plantas colecta-
das por inmersion del rizoma en agua destilada hasta que se obser-
v6 la formacion de nuevas raices. El bulbo se mantuvo en agua has-
ta que las nuevas raices alcanzaron una longitud de 2 a 3 cm aproxi-
madamente.

El procesamiento del tejido radical se realizo segun lo descrito
por Molero y Matos (2008). Segun esta técnica se corta el dpice de la
raiz entre 7 y 8 de la mafiana y se colocan en solucion de colchicina al
0,5% por dos horas a temperatura de 20°C. Posteriormente, los api-
ces son transferidos a solucion de NaCl al 0,3% por 20 minutos y se
fijan en Carnoy (etanol-acido acético glacial 3:1) minimo por 24 ho-
ras. Luego se hidroliza la pared celular con HCI durante 15 minutos.
Para la tincion del tejido se empled orceina FLP al 2% p/v por cinco
minutos. Se tomaron tres raices/planta/municipio para un total de 90
raices estudiadas por municipio. De cada raiz se analizé un promedio
de 10 células metafasicas para un total de 900 células por municipio.
La preparacién de las laminas microscopicas se realizé con la técni-
ca del aplastado tisular o “squash” del meristemo radical y fueron
analizadas con un aumento de 400X y 1000X en un fotomicroscopio
Marca Olympus CX31 con camara digital Olympus DP12. Se deter-
mind el nimero de cromosomas mediante el nimero modal y la mor-
fologia de los cromosomas segiin lo propuesto por Levan et al.
(1964).
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RESULTADOS

El complemento cromosémico de las plantas provenientes de
los municipios Miranda, Mara, Maracaibo y Péaez del estado Zulia
qued¢ constituido por 7 pares de cromosomas (2n=14), y de ellos,
cuatro pares fueron subtelocéntricos largos (L) y tres pares submeta-
céntricos pequeiios (S), con longitudes variables que oscilaron entre
14,79 um a 3,33 um. La féormula cromosomica fue 8Lst+6Ssm (Fi-
gura 1). Se observaron constricciones secundarias en los cromoso-
mas L1y L4 en las poblaciones estudiadas (Figura 2).

El cariotipo de las células diploides de la poblacion del munici-
pio Mara mostrd cromosomas con longitudes totales entre 11,38 y
3,47 um, siendo los 8 primeros los mas largos con 11,38 29,44 umy
los mas cortos con 4,16 a 3.47 um (Tabla 1) (Figura 3). Las longitu-
des de los brazos largos de los cromosomas oscilaron entre 8,74 a
2,36 um y en los brazos cortos se encontraron valores que variaron
entre 2,63y 1,11 pm. Estos valores permitieron calcular el indice “r”
que clasifico a los cromosomas largos como subtelocéntricos o acro-
céntricos y a los pequefios como submetacéntricos.

LU

L4

S1 S2 S3

Figura 1. Cariograma de célula diploide en plantas de Aloe vera.
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Figura 2. Microfotografia de los cromosomas de las plantas de Aloe vera, Muni-
cipio Paez del estado Zulia. Las flechas indican constricciones secundarias.

En el caso de los cromosomas de las plantas de 4. vera del mu-
nicipio Miranda, éstos se presentaron como cariotipos bimodales
con cromosomas largos subtelocéntricos bien definidos con longitu-
des entre 14,79 y 11,45 pm y cromosomas pequefios submetacéntri-
cos que midieron entre 4,99 y 3,33 um (Tabla 2) (Figura 4). Al com-
parar estas medidas con los restantes municipios estudiados se mues-
tra que estos cromosomas son los que presentan longitudes mayores.
El estudio microscdpico revelo la presencia de células poliploides
con 28 cromosomas, que representaron el 1% de la totalidad de célu-
las analizadas. Los brazos largos de estos cromosomas midieron en-
tre 11,24 y 2,29 um y los brazos cortos entre 3,53 y 1,04 um.

Los resultados del estudio cariotipico de las plantas de A. vera
del municipio Paez revelaron que la longitud total de los cromoso-
mas vario6 entre 14,73 y 3,57 um. Los cromosomas largos presenta-
ron medidas entre 14,73 a 10,26 pm, mientras que los cromosomas
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Tabla 1. Caracteristicas de los cromosomas de 4. vera del munici-
pio Mara, estado Zulia, Venezuela.

Par  Cromosoma Long. Long Long. Indicer Posicién
cromo- Total Brazo Brazo (um) del
somico (um) largo  corto centrémero

(um)  (um)
1 1 11,38 8,74 2,63 3,47 St
2 11,11 8,33 2,70 3 St
2 3 10,83 8,47 2,35 3,10 St
4 10,69 8,74 2,08 33 St
3 5 10,27 8,05 2,22 3,13 St
6 10,27 8,33 1,94 432 St
4 7 9,72 7,77 1,94 4,02 St
8 9,44 7,63 1,8 4,25 St
5 9 4,16 2,91 1,25 2,32 Sm
10 4,02 2,63 1,38 1,94 Sm
6 11 3,88 2,49 1,38 1,82 Sm
12 3,60 2,36 1,38 1,72 Sm
7 13 3,47 2,36 1,11 2,16 Sm
14 3,47 2,36 1,11 2,16 Sm

Figura 3. Microfotografia de
los cromosomas de las
plantas de Aloe vera,
Municipio Mara del estado
Zulia.
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Tabla 2. Caracteristicas de los cromosomas de 4. vera del munici-
pio Miranda, estado Zulia, Venezuela.

Par Cromo- Long. Long Long. indicer Posicion
cromosémico  soma Total Brazo Brazo (um) del
(um)  largo  corto centromero
(um)  (pm)

1 1 14,79 11,24 3,53 3,65 St
2 14,58 11,45 3,12 3,61 St

2 3 13,74 10,83 291 3,68 St
4 13,54 10,62 291 3,90 St

3 5 12,49 10,41 2,08 4,92 St
6 11,87 9,79 2,08 4,67 St

4 7 11,87 9,79 2,08 4,67 St
8 11,45 9,58 1,66 6,04 St

5 9 4,99 353 145 243 Sm
10 4,99 333 1,65 2,01 Sm

6 11 4,58 333 1,24 295 Sm
12 3,95 2,70 1,24 2,56 Sm

7 13 3,95 2,70 1,24 2,56 Sm
14 3,33 2,29 1,04 2,50 Sm

Figura 4. Microfotografia de
los cromosomas de las plantas
de Aloe vera, Municipio
Miranda del estado Zulia.
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cortos presentaron longitudes que variaron entre 4,64 y 3,57 um (Ta-
bla 3) (Figura 3). En cuanto a la medida de los brazos largos de los
cromosomas de este municipio, éstos oscilaron entre 11,6 y 2,41 um
y los brazos cortos midieron de 3,03 a 1,16 pm.

Tabla 3. Caracteristicas de los cromosomas de 4. vera del munici-
pio Pédez, estado Zulia, Venezuela.

Par Cromo- Long. Long Long. Indicer Posicion
cromosOmico soma Total Brazo Brazo (um) del
(um) largo  corto centromero
(um)  (um)

1 1 14,73 11,60 3,03 3,92 St
2 13,69 10,98 2,76 4,01 St

2 3 12,78 10,44 2,94 3,68 St
4 12,58 10,08 2,49 4,05 St

3 5 12,22 981 2,40 3,98 St
6 12,05 10,08 2,04 5,08 St

4 7 11,60 9,81 1,78 6,4 St
8 10,26 9,28 1,78 4,91 St

5 9 464 321 1,69 2,28 Sm
10 4,19 2,67 1,78 1,76 Sm

6 11 3,87 2,67 1,60 1,80 Sm
12 3,78 2,67 1,42 1,90 Sm

7 13 3,69 2,58 1,42 1,83 Sm
14 3,57 241 1,16 2,21 Sm

Finalmente, los cromosomas de las plantas provenientes del
municipio Maracaibo, presentaron longitudes cromosomicas entre
12,08 y 3,34 um. Para los cromosomas mas largos, las medidas re-
gistradas fueron entre 12,08 y 9,86 um, mientras que los cromoso-
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mas cortos tienen longitudes que varian entre 3,75 y 3,34 um (Ta-
bla4) (Figura 5). De igual manera, los brazos largos del complemen-
to cromosOomico presentaron valores que oscilaron entre 9,58 y
2,21 pumy los brazos cortos midieron de 2,5 a 1,13 um. Estos datos
identificaron claramente la estructura citogenética de cada munici-
pio y permitieron distinguirlas unas de otras.

Tabla 4. Caracteristicas de los cromosomas de 4. vera del munici-
pio Maracaibo, estado Zulia, Venezuela.

Par Cromo- Long. Long Long. Indicer Posicion
cromosomico soma  Total Brazo Brazo (pum) del
(um)  largo  corto centromero
(um)  (um)

1 1 12,08 9,58 2,5 3,83 St
2 11,89 93 2.4 3,87 St

2 3 11,25 8,75 2,5 3,5 St
4 11,5 9 2,5 3,6 St

3 5 10,83 8,75 2,08 4,20 St
6 11 9,1 1,9 4,78 St

4 7 10,41 8,33 2,08 4,00 St
8 9,86 7,5 2,36 3,17 St

5 9 3,75 25 1,25 2 Sm
10 325 24 0,85 2,82 Sm

6 11 3,75 2,5 1,25 2 Sm
12 3,5 2,4 1,1 2,18 Sm

7 13 3,33 2,08 1,25 1,66 Sm
14 3,34 2,21 1,13 1,95 Sm
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Figura 5. Microfotografia de los cromosomas de las plantas de Aloe vera, Muni-
cipio Maracaibo del estado Zulia.

DISCUSION

Los estudios citogenéticos realizados en zabila indican que el
numero basico de A. vera es de x=7 cromosomas, distribuido en cua-
tro cromosomas acrocéntricos grandes (L1-L4) y tres cromosomas
submetacéntricos pequenios (S1-S3), presentando las especies di-
ploides un cariotipo bimodal constante, 2n=14, con ocho cromoso-
mas grandes y seis pequefios (Brandham, 1971; Adams et al., 2000;
Jietal,2002; Zheng et al.,2005). En este trabajo de investigacion, el
nimero y la morfologia cromosdmica de las poblaciones estudiadas
coincide con lo reportado por otros autores (Albornoz e Imery, 2003;
Jietal.,2002; Zheng et al.,2005; Molero y Matos, 2008), lo que evi-
dencia su estabilidad carioldgica, presentando cuatro pares de cro-
mosomas largos (L1-L4) con centromeros cerca de la region termi-
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nal (subtelocéntricos o acrocéntricos) y 3 pares pequeiios (S1-S3)
con centromeros ubicados cerca de la posicion media del cromoso-
ma (submetacéntricos). Sin embargo, existen otros estudios naciona-
les que indican féormulas cromosomicas diferentes para A. vera. Por
ejemplo, Imery y Caldera (2002), empleando plantas del estado Su-
cre, sefialan que el cariotipo esta formado por dos cromosomas lar-
gos submetacéntricos, seis largos subtelocéntricos y 6 pequefios sub-
metacéntricos. De igual manera, Matos y Molina (1997) plantean ca-
riotipos formados por cromosomas largos y pequeios, todos de tipo
submetacéntricos.

La observacion de las constricciones secundarias en los cromo-
somas largos de esta especie ha sido reportada por otros autores (Sa-
pre, 1978; Imery y Caldera, 2002; Molero y Matos, 2008), localizan-
dose en los pares cromosémicos L1 y L4 y siendo ésta una caracte-
ristica distintiva del cariotipo de A. vera.

Las longitudes en los cromosomas de las células diploides en-
contrados en este trabajo (14,79 a 3,33 um) concuerdan con lo repor-
tado por Molero y Matos (2008) quienes trabajaron con plantas pro-
venientes de Maracaibo, estado Zulia y con los resultados de las in-
vestigaciones de Imery y Caldera (2002). Contrariamente, las longi-
tudes cromosoémicas de las células estudiadas, son inferiores a otros
datos reportados para plantas de zabila en el estado Sucre (Albornoz
e Imery, 2003) y estado Zulia (Matos y Molina, 1997). Estas diver-
gencias en cuanto a las féormulas y longitudes cromosomicas de plan-
tas de zabila provenientes de las mismas zonas geograficas (estados
Zulia y Sucre), hace necesario realizar un estudio citogenético y mo-
lecular detallado de las plantaciones de 4. vera en otros estados del
Venezuela que permita establecer las relaciones filogenéticas entre
cada poblacion considerando los datos genéticos y los posibles cam-
bios mutagénicos involucrados.

A pesar de que algunos autores sefialan que este grupo vegetal
es un modelo de estabilidad carioldgica en funcion de la similitud en
el nimero y la morfologia de sus cromosomas mito6ticos (Brandham,
1971; Matos y Molina, 1997; Brandham y Doherty 1998; Imery y
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Caldera, 2002; Albornoz e Imery, 2003), los estudios cariotipicos
permiten detectar diferencias cromosomicas entre poblaciones de
plantas que, a pesar de poseer caracteristicas morfoldgicas similares,
se han adaptado a vivir en condiciones climaticas especificas dife-
rentes a suzonade origen (Liu et al.,2011). Este estudio cromosémi-
co permitié demostrar que entre las poblaciones en estudio existe
una diferencia en su estructura cromosomica evidenciada en la medi-
da de la longitud de los cromosomas y en la medida de relacion entre
la longitud de los brazos largos y cortos. Por ello, Das et al. (2010)
afirma que este tipo de estudios citogenéticos son utiles taxonomica-
mente cuando se estd en presencia de variedades o especies morfold-
gicamente indistinguibles como es el caso de las diferentes poblacio-
nes de A. vera.

Considerando que los primeros reportes de la introduccion de la
zabila a Venezuela datan de 1870, directamente a la ciudad de Coro 'y
de alli se extendio a otras poblaciones del estado Falcon y a otros es-
tados cercanos como el Zulia y Lara (Gonzalez, 1999), es posible
que esta especie haya pasado por un proceso a adaptacion a nuevas
condiciones ambientales, que trajo como consecuencia rearreglos
genéticos en su complemento cromosémico, mas aun tomando en
cuenta que esta especie se cultiva y reproduce en zonas aridas y se-
miaridas, con condiciones extremas de temperaturas y sequia. Imery
y Caldera (2002) indican que factores ambientales como luz, tempe-
ratura, humedad y fertilidad del suelo tienen efectos directos sobre la
fase vegetativa, haciendo que ejemplares de una misma especie que
se encuentren en areas geograficamente diferentes muestren varia-
cion morfologica y genética.

A pesar de que la zabila ha sido ampliamente estudiada por sus
propiedades medicinales y cosmetoldgicas, y que en los tltimos 10
afios han prosperado las investigaciones cientificas internacionales y
avances tecnologicos sobre su uso en la cura de muchas enfermeda-
des y su explotacion en la industria alimenticia, farmacologica y
agricola, es poco lo que se conoce sobre la diversidad genética de los
zabilares silvestres o cultivados en Venezuela, siendo este estudio el
primero que reporta informacién sobre la estructura genética de
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plantaciones de 4. vera en diferentes municipios del occidente del
pais. En este sentido, s6lo se destaca el estudio de Albornoz e Imery
(2003), quienes realizaron una evaluacion citogenética de ocho po-
blaciones de A. vera de la peninsula de Araya-Venezuela, en el
oriente del pais.

Esta falta de informacion sobre cultivos agricolas potencial-
mente explotables en Venezuela a través de programas de mejora-
miento genético reafirma la necesidad de extender los andlisis cito-
genéticos y moleculares sobre la diversidad genética de los zabilares
venezolanos.

CONCLUSIONES

El estudio cariologico de las poblaciones de 4. vera en el estado
Zulia, Venezuela demostrd que todas las poblaciones poseen un nii-
mero de cromosomas de 2n=14 y una formula cromosémica de
8Lst+6Ssm, con variaciones en los valores de longitud total, longi-
tud de brazo largo y brazo corto de los cromosomas de cada pobla-
cion, permitiendo diferenciar citogenéticamente cada una de las
muestras estudiadas.
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