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Editorial / Editorial

El reto de la ciencia abierta y las
publicaciones cientificas

La ciencia abierta mas alla de un concepto, es una
cultura con diferentes practicas colaborativas para
construir conocimiento, que aborda todo el proceso de
investigacion, desde la idea hasta su publicacion. Re-
presenta un cambio de paradigma sobre el como cons-
truir y compartir el conocimiento a partir de la coo-
peracion. Estos procesos colaborativos se encuentran
disponibles a través de licencias libres, lo que hace que
puedan ser leidos, distribuidos y reutilizados. Este tipo
de enfoque, produce un ecosistema que permite la vin-
culacion y capacitacion desde estudiantes, profesores e
investigadores a todo nivel. Posee varias aristas como
lo son, los datos abiertos en investigacion cientifica,
politicas de ciencia abierta, software y codigo abierto,
licencias abiertas, y mas conocidos en las publicaciones
cientificas, acceso abierto y revision por pares abierta.

La Ciencia Abierta trastoca varios procesos sobre
como se publica la ciencia y su papel en la difusion
y divulgacion de este conocimiento para hacerlo mas
accesible, comprensible y utilizable. Para Guatemala,
el rezago cientifico hace que estos nuevos paradigmas
se conozcan e instituyan muy lentamente, por lo que
necesario colocarlos en la palestra y el debate acadé-
mico para sensibilizar a la comunidad cientifica sobre
esta problematica, asi como su necesaria y urgente im-
plementacion.

Para los editores cientificos universitarios, biblio-
tecarios e investigadores representa un reto cultural en
el pais, ya que se ha pretendido guardar las buenas ideas
solo para personas de confianza, en este caso el poder
“abrir” los protocolos de investigacion, notas, bases de
datos, codigos para analizar datos entre otros, requiere

acciones de permeabilidad, capacitacion y construc-
cion de infraestructura digital que facilite todos estos
procesos. En el pais la publicacion en linea se ha ido
consolidando poco a poco, pero todavia hay mucho
desconocimiento sobre las licencias libres y que sig-
nifica para la revista contar con acceso abierto a sus
documentos. Los temas como preservacion digital,
repositorios, preprints, evaluacion por pares abierta,
se suman al proceso de mantener la calidad editorial
y la reproducibilidad del contenido. Aunque este reto,
puede verse desde panorama sombrio debido a la falta
de una politica especifica de ciencia abierta o desde los
limitados fondos de investigacion, es necesario generar
estructuras de colaboracion entre revistas, especialmen-
te a nivel universitario.

Para abordar estos temas, como Direccion Ge-
neral de Investigacion, que inicié desde el 2014 con
la publicacion de Ciencia, Tecnologia y Salud, y ha
adquirido un bagaje de conocimientos sobre las publi-
caciones cientificas, hemos buscado aliados estratégi-
cos y asi, junto con la Biblioteca Central hemos puesto
los primeros pasos con un convenio firmado este afio,
que pretende apoyar desde la Direccion a los editores
cientificos para mejorar su visibilidad por medio de la
obtencion de los identificadores de objeto digital (doi
por sus siglas en inglés) para los articulos cientificos.
Esto nos permite ademas generar vinculacion y coope-
racion con las revistas cientificas de la Universidad para
que todas podamos crecer en estos nuevos paradigmas
y como ocurre en otros paises de la region, mejorar la
dindmica de hacer ciencia.

Agradecemos a nuestros lectores, colaboradores
y autores sus valiosos aportes y la confianza depositada
en nosotros para editar y publicar sus trabajos. Como
siempre esperamos sus aportes a la ciencia, tecnologia
y salud.
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Resumen

1 aguacate es un cultivo de consumo a nivel mundial, y segun teorias recientes, se sugiere a la region de la

Sierra Nevada, en California, como centro de origen y, a Guatemala, como uno de los principales centros de
domesticacion. Mediante caracterizaciones morfologicas se ha reportado una alta diversidad genética en el pais,
pero debido al comportamiento de polinizacion cruzada e hibridaciones interraciales, no se ha podido detallar el
estado genético actual de la especie. Sin embargo, los marcadores moleculares son ttiles para este tipo de estudios
al enfocarse en las diferencias a nivel del ADN. Este estudio analiz6 la diversidad genética del aguacate nativo
guatemalteco de siete poblaciones geograficas con el marcador molecular AFLP. Los datos de estructura poblacio-
nal mostraron un alto grado de diversidad a nivel de individuos (Ht = 0.1933, Hw = 0.1872) y baja diferenciacion
entre poblaciones (Hb = 0.0061). Los resultados sugieren una alta tasa de migracion que influye directamente en
el grado de mezcla genética de los materiales analizados. El bajo indice de estructura poblacional apunta a un
alto flujo genético entre las poblaciones, por lo que la especie no presenta mayor riesgo ante la deriva genética,
minimizandose el riesgo de pérdida de alelos por fijacion. Se sugiere el resguardado del recurso fitogénetico total
y no unicamente de materiales promisorios, evitando asi el riesgo de erosion genética de la especie y garantizando
la permanencia de la diversidad genética, la cual serd la base de futuros programas de mejoramiento.

Palabras claves: Aguacate nativo, AFLP, estructura genética, domesticacion, variabilidad genética

Abstract

Avocado is one of the most widely consumed crops worldwide and according to new theories, the Sierra Nevada
region in California is suggested as the center of origin and Guatemala as one of the main domestication cen-
ters. Through morphological characterizations, a high genetic diversity has been reported in the country, but due to
the behavior of cross pollination and interracial hybridizations, it has not been possible to detail the current genetic
status of the species. Molecular markers are useful for this type of study by focusing on differences at DNA level.
This study analyzed the genetic diversity of the native Guatemalan avocado from seven geographic populations
with AFLP molecular marker. Population structure data showed a high degree of diversity at the individual level
(Ht=0.1933, Hw = 0.1872) and low differentiation between populations (Hb = 0.0061). The results suggest a high
rate of migration that directly influences the degree of genetic mixing of the analyzed materials. The low index
of population structure points to a high genetic flow between populations, so that the species does not present a
greater risk due to genetic drift, minimizing the risk of loss of alleles due to fixation. The protection of the total
genetic resource is suggested, and not only of promising materials, thus avoiding the risk of genetic erosion of the
species and guaranteeing the permanence of genetic diversity, which will be the basis of future breeding programs.

Keywords: Native avocado, AFLP, genetic structure, domestication, genetic variability
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Diversidad genética del aguacate nativo guatemalteco

Introduccion

El aguacate (Persea americana Mill.) pertenece
a la familia Lauraceae, la cual incluye alrededor de
50 géneros, siendo considerada una de las familias de
angiospermas mas antiguas (Renner, 1999, 2004). El
cultivo del aguacate, caracteristico por acumular aceite
en su pulpa en lugar de azicares, es uno de los fruta-
les de mayor importancia econémica y cultural para
la region de Mesoamérica. Se caracteriza por ser una
especie perenne subtropical, aunque ha sido adaptada a
diversos climas (Galindo et al., 2007; Galindo-Tovar &
Arzate-Fernandez, 2010), por lo cual, su produccion se
ha extendido practicamente a todo el continente ame-
ricano, Asia, Africa, Medio Este y Europa (Guzman et
al., 2017). Segtin datos del Ministerio de Agricultura
Ganaderia y Alimentacion (Maga, 2016) Guatemala
tuvo una produccion en el 2016 de 122,440.91 Tm de
aguacate, los cuales fueron cosechados en un area de
11,572 ha, alcanzando un rendimiento de 10.58 Tm/ha.
Para el mismo aflo, tuvo una exportacion de 4,028.24
Tm lo que representd un valor de US$ 1,093,338 siendo
El Salvador y Honduras los principales destinos del
aguacate guatemalteco.

Respecto al centro de origen de la especie, han
existido varias teorias desde que Popenoe (1935) pro-
puso como centro de origen la region comprendida des-
de México hasta el norte de Sudamérica. Posteriormen-
te, Williams (1977) menciona que el centro de origen
del aguacate se localiza en las tierras altas del centro y
centro-este de México, asi como en las tierras altas de
Guatemala. Storey y colaboradores (1986) proponen el
area de Chiapas (sur de México) - Guatemala - Hondu-
ras como centro de origen basados en la identificacion
de posibles aguacates silvestres. Afios después, Bergh
(1992) menciona el area centro sur de México y Gua-
temala como el lugar donde pudo haberse originado la
especie. El origen del aguacate se ha relacionado a las
areas donde actualmente existen poblaciones de gran
diversidad o donde se han identificado individuos con-
siderados como silvestres (Bergh, 1992; Storey et al.,
1986). No obstante, Galindo-Tovar y Arzate-Fernandez
(2010) mencionan que no se han considerado los datos
paleoclimaticos, ni la relacion de la ubicacion de los
fosiles con la trayectoria del reemplazo biotico y las
respuestas a las catastrofes ambientales, lo que segun,
dichos autores, ubicaria al centro de origen de la especie
en una region mucho mas al norte.

En el proceso de la reconstruccion de la historia
del aguacate Scora y Bergh (1992) mencionan que el
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género Persea ya se encontraba en Norteamérica hace
56-35 millones de anos, concordando con las condi-
ciones de clima subtropical de la Sierra Nevada des-
critas para ese periodo (Millar, 1996) y con los fosiles
de aguacate reportados por Schroeder (1968). Desde
este escenario, es posible que al momento de la forma-
cion de la Sierra Nevada en el Cenozoico tardio (Liu
& Shen, 1998; Wakabayashi & Sawyer, 2001) los pri-
meros aguacates modernos se hayan originado por un
proceso de adaptacion en esta drea y no mas al sur en la
zona de Chiapas - Guatemala - Honduras, en la cual no
existian las condiciones climaticas favorables durante
el Mioceno - Plioceno como describe Galindo-Tovar y
Arzate-Fernandez (2010). Estos autores también men-
cionan que, durante la ultima glaciacién ocurrida en
la Sierra Nevada, el clima cambi6 a seco y frio, por lo
cual los aguacates se desplazaron hacia el sur quedando
extintos en el area de origen.

En cuanto a la clasificacion actual del aguacate,
hasta el momento se reconocen tres razas horticolas
(mexicana, guatemalteca y antillana) (Bergh, 1992), las
cuales estan distribuidas en la region mesoamericana
y, a partir de ellas, se han desarrollado la mayoria de
variedades comerciales, aunque hay controversia en
cuanto a su diferenciacion debido a la alta variabilidad
en la progenie (Bergh, 1992; Fiedler et al., 1998; Lavi
et al., 2003). Previo a la llegada de los exploradores
espafioles, se asume que las razas fueron separadas con
poca o ninguna movilidad debido a las condiciones to-
pograficas, barreras climaticas y el gran tamafio de la
semilla. Actualmente, las razas han sufrido cruzamiento
en muchas regiones de América y numerosas coleccio-
nes muestran una clara introgresion racial. El habito de
floracion y la polinizacion cruzada del aguacate, junto
con su forma prolifica y un bajo conjunto de frutos,
son otros factores que impiden la comprension del li-
naje de los cultivares y razas actuales (Reyes-Aleman
et al., 2016).

El tipo de evolucion reticulada y la amplia com-
plejidad genética, han dificultado el estudio de la di-
versidad y relaciones genéticas de esta especie. Actual-
mente, los estudios de diversidad genética se auxilian
de marcadores morfologicos y moleculares, aunque la
primera esta sujeta a factores ambientales o fenologi-
cos, siendo esto una fuerte limitante (Azofeifa-Delgado,
20006). Por otra parte, los marcadores moleculares son
fenotipicamente neutros, presentan mayor segregacion
o polimorfismo que los morfolégicos, pueden ser eva-
luados desde los primeros estados de desarrollo de las
plantulas, son aplicables a cualquier material vegetal,

Ciencia, Tecnologia y Salud, 7(2) 2020, 155-169
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no importa la época del afio en que se realiza el analisis
y estan libres de los efectos epistaticos (Azofeifa-Del-
gado, 2006; Reyes-Aleman et al., 2017; Valadez-Moc-
tezuma, Samah, & Luna-Paez, 2014).

El desarrollo de los marcadores basados en el
ADN ha tenido impacto en las investigaciones rela-
cionadas al aguacate. Los marcadores basados en el
polimorfismo de la longitud de los fragmentos de res-
triccion (Restriction Fragment Lenght Polymorphism,
RFLP) se utilizaron en estudios evolutivos, filogenéti-
cos (Furnier et al., 1990) y genealdgicos (Davis et al.,
1998). Otros tipos de marcadores como los minisatéli-
tes fueron utilizados para estudios similares y con los
mismos resultados en la identificacion de las tres razas
horticulturales ya descritas (Mhameed et al., 1997).
Estudios similares fueron realizados empleando mar-
cadores basados en el ADN polimérfico amplificado al
azar (Random Amplified Polymorphic DNA, RAPD)
(Fiedler et al., 1998; Alvarez Pecina et al., 2018). El de-
sarrollo de microsatélites para esta especie (Ashworth et
al., 2004; Gross-German & Viruel, 2013) ha permitido
la caracterizacion molecular de diversas colecciones,
por ejemplo en Ghana (Acheampong et al., 2008), Es-
pafia (Alcaraz & Hormaza, 2007) y México (Guzman
et al., 2017). Estudios a través de ISSR (Inter Simple
Sequence Repeats) también han sido desarrollados con
el objetivo de evaluar la variabilidad genética entre la
raza mexicana (Cuiris-Pérez et al., 2009) y la diversi-
dad presente entre el género Persea (Reyes-Aleman
etal., 2017).

Asimismo, marcadores como los basados en el
polimorfismo de la longitud de los fragmentos ampli-
ficados (Amplified Fragment Lenght Polymorphism,
AFLP) también son utiles, a pesar de ser marcadores de
tipo dominantes, debido a su alto poder discriminatorio.
Este marcador molecular ha sido utilizando en el estu-
dio de la diversidad genética del aguacate en Colombia
(Canas-Gutiérrez et al., 2015), México (Gutiérrez-Diez
et al., 2009), Cuba (Nerdo et al., 2009; Ramirez et al.,
2005); asi como en la diversidad dentro de la raza mexi-
cana (Cerda-Hurtado et al., 2015).

La investigacion se planted debido a la falta de
una caracterizacion profunda a nivel molecular del re-
curso genético del aguacate guatemalteco, por ser este
una fuente invaluable para programas de mejoramiento
genético de la especie y por el potencial econémico
que este cultivo representa para el pais. Para esto, se
evaluo la diversidad genética de materiales nativos gua-
temaltecos en siete poblaciones, utilizando el marcador
molecular AFLP.
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Materiales y métodos

Muestreo y colecta de material vegetal

Basado en la informacion del atlas guatemalteco
de parientes silvestres de plantas cultivadas (Azurdia
et al., 2011) y tras el reconocimiento del area para la
identificacion de individuos nativos, se procedio a la co-
lecta de 169 muestras. Estas fueron organizadas en siete
poblaciones geograficas, abarcando cuatro regiones fi-
siograficas distintas. Las poblaciones fueron ubicadas
en los departamentos de Sacatepéquez, Chimaltenango,
Solola, Totonicapan, Quiché, Huehuetenango, Alta Ve-
rapaz y Baja Verapaz; y en las regiones fisiograficas del
Sur-Occidente, Nor-Occidente, Norte y Central, como
se observa en la Figura 1. Debido a la naturaleza del es-
tudio, de conocer la diversidad genética y la estructura
poblacional de la especie, no se colectaron materiales
que manifestaran indicios de mejoramiento o de per-
tenecer a colecciones de materiales seleccionados. El
numero de individuos por poblacion fue variable debido
a la accesibilidad y disponibilidad de materiales en cada
una. Las muestras consistieron de cinco hojas frescas
tomadas de la parte media de cada arbol, las cuales
fueron almacenadas en condiciones de frio y trasladadas
al laboratorio de biotecnologia vegetal de la Facultad de
Agronomia para realizar la extraccion de ADN. Cada
muestra fue identificada con nimero correlativo, nom-
bre de la poblacion y coordenadas geograficas.

Extraccion de ADN y protocolo de AFLP

Para la extraccion del ADN gendmico se utilizo el
kit comercial Gentra anadiendo algunas modificaciones
para evitar la oxidacion del material bioldgico. Se tomo
una seccion de cada hoja de aproximadamente 4 x 4 mm
dentro de un tubo de 1.5 mL al cual se le agregaron 450
uL de Cell Lysis Solution (+ 1% PVP, + 0.3% mercap-
toetanol) y se procedié a macerar. Se agregaron 2.25
pL de proteinasa K (100 pg/mL) y se dejo incubar por
3 h a 65 °C realizando mezclas por inversion cada 30
min. Se agregaron 2.5 pL de solucion RNasa A (4 mg/
mL) y se mezcld por inversion 25 veces dejando incu-
bar nuevamente por 45 min a 37 °C. Posteriormente,
se dejo enfriar a temperatura ambiente y se agregaron
150 pL de solucion para precipitacion de proteinas, se
mezcld 150 veces por inversion, se coloco por 20 min
a -20 °C, se centrifugé a 14,000 rpm durante 4 min y
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Figura 1. Sitios de colecta de materiales nativos de aguacate guatemalteco.

el sobrenadamente fue transferido a un nuevo tubo. Se
agregaron 600 pL de una solucion fenol:cloroformo:al-
cohol isoamilico en una relacion 25:24:1 se mezclo por
inversion, se centrifugd nuevamente a 14,000 rpm por
10 min y el sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo.
Se agregaron 600 puL de cloroformo (24): alcohol isoa-
milico (1) y se mezclo6 por inversion, se centrifugd por
10 min a 14,000 rpm y el sobrenandante se transfirio a
un nuevo tubo. Se agregaron 600 pL de isopropanol y se
mezclo por inversion 50 veces, se centrifugd por 3 min
a 14,000 rpm, se descartd la fase liquida, se agregaron
500 pL de etanol al 70 %, se mezcld por inversion para
lavar la pastilla de ADN, se centrifugd por 3 min a
14,000 rpm invirtiendo el tubo para descartar el etanol
y dejando secar por 10 a 15 min sobre papel absorbente.
Para la hidratacion del ADN se agregaron 50 pL de la
solucion para hidratacion de ADN, se incubo a 65 °C
por 1 hy finalmente se almacend a -20 °C.
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El marcador molecular AFLP (Vos et al., 1995)
fue utilizado debido a la alta capacidad en la identi-
ficacion de regiones polimorficas en estudios de di-
versidad genética de aguacate (Canas-Gutiérrez et al.,
2015; Cerda-Hurtado et al., 2015; Gutiérrez-Diez et
al., 2009; Nerdo et al., 2009; Ramirez et al., 2005). El
analisis se realizé con el Kit AFLP Analisis System I
de Invitrogen® (Zabeau & Vos, 1993). La metodologia
empleada fue la siguiente: se utilizo6 ADN genomico a
una concentracion de 25 ng/uL, el cual fue digerido con
las enzimas de restriccion EcoR1/Msel y se incubo por
2ha37°Cydespuésa 70 °C por 15 min. La ligacion
de los adaptadores se llevo a cabo con los reactivos
del kit y se incub6 durante 2 h a 20 °C. Seguidamen-
te se realizo una preamplificacion con la reaccion en
cadena de la polimerasa; el programa empleado en el
termociclador fue el siguiente: 94 °C por 30 s, 56 °C
por 60 s, 72 °C por 60 s, por 20 ciclos. Los productos
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amplificados se visualizaron en un gel de agarosa al 2%.
Se hizo una amplificacion selectiva con los cebadores
M-CAA + E-AAC del kit los cuales produjeron mayor
polimorfismo.

Los productos de la reaccion en cadena de la po-
limerasa (PCR) se visualizaron en un gel de acrilamida
al 5% para poder observar las bandas amplificadas. La
tincion del gel se realizo con nitrato de plata mediante el
siguiente procedimiento: inmersion en solucion fijadora
de acido acético glacial 10% v/v durante 35 min, agua
destilada durante 20 min, solucién de tincion (nitrato
de plata 0.15% p/v, formaldehido 0.15% v/v) por 40
min, agua destilada por 10 s, solucion de revelado de
5 a 6 min segun la aparicion de las bandas (carbonato
de sodio 6% p/v, formaldehido 0.3% v/v, tiosulfato de
sodio 5 ppm), solucion fijadora para detener el proceso
durante aproximadamente 5 min, finalmente se lavo en
agua destilada. Se dej6 secar por 2 dias y posteriormen-
te se realiz6 la lectura del perfil de las bandas.

Analisis de datos

Con el perfil de bandas se generd una matriz bi-
naria de presencia (1) ausencia (0) para cada uno de los
loci amplificados, a partir de la cual se realizé el analisis
de diversidad genética y estructura genética de pobla-
ciones con el programa AFLP-Surv 1.0 (Vekemans et
al., 2002). Para dicho analisis se estimaron el numero de
loci polimoérficos (# loc_P), porcentaje de loci polimor-
fico (PLP), heterocigosidad esperada bajo una propor-
cion genotipica en equilibrio de Hardy-Weinberg (Hj),
diversidad genética promedio dentro de las poblaciones
(Hw), diversidad genética promedio entre poblaciones
(Hb) diversidad genética total (Ht), el indice estadistico
de fijacion de Wright (Fst) y la matriz de distancias
genéticas con el indice de Nei. Para el analisis de infe-
rencia sobre la estructura y division de las poblaciones
analizadas a través del método bayesiano se empled el
programa Structure: V 2.3.4 (Pritchard et al., 2000)

Con el programa Paleontological Statistics
Software Package for Education and Data Analy-
sis Past3 (Ryan et al., 2001) se generd una matriz de
distancias genéticas con el indice de Nei a partir del
cual se desarroll6 un analisis de conglomerados a tra-
vés del método Unweighted Pair Group Method With
Arithmetic Mean (UPGMA) (Sokal & Michener, 1958)
generando un dendrograma a nivel de individuos
que fue exportado hacia el programa FigTree v1.4.3
(Rambaut, 2008) para generar el dendrograma de tipo
circular. El analisis de conglomerados para generar el
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dendrograma a nivel de poblaciones se realizé con el
programa R y el complemento “ape” (Paradis et al.,
2004).

Resultados

Se analizaron 72 loci; el rango de loci polimor-
ficos fue de 33 para la poblacion de Solola hasta 56
para la poblacion de Chimaltenango, con un rango de
porcentaje de loci polimérficos 45.8 a 77.8 para dichas
poblaciones. El valor de heterocigosidad esperada por
poblacién estuvo en un rango de 0.13457 a 0.2652 sien-
do nuevamente la poblacion de Chimaltenango la que
present6 el valor mas alto y la poblacion de Solola la
que obtuvo el valor mas bajo. El resumen de los datos
puede observarse en la Tabla 1. El valor de diversi-
dad genética total fue de 0.1933, el valor de diversidad
genética promedio dentro de las poblaciones fue de
0.1872, la diversidad genética entre poblaciones fue
de 0.0061 y finalmente, el valor de fijacion de Wrigth
fue de 0.0313 (Tabla 2.).

Con el andlisis de conglomerados se generd un
dendrograma (Figura 2), en el cual se observa una alta
diversidad genética a nivel de individuos. Este mismo
analisis demuestra que el grado de estructura o aisla-
miento genético entre las poblaciones es bajo. Este
hecho se evidencia al existir una mezcla de individuos
provenientes de las siete poblaciones analizadas. En
este caso, la division en grupos claramente definidos
no fue posible debido al alto grado de diversidad, cuan-
tificado a través de los valores de distancias genéticas
con el indice de Nei, entre los materiales analizados.

El analisis de conglomerados a nivel de poblacio-
nes (Figura 3), muestra valores de distanciamiento ge-
nético muy bajos, indicando que las poblaciones com-
parten mucho de su material genético. Esta situacion se
observa claramente a través del indice Hb = 0.0061 el
cual indica que, a pesar de existir una diferencia gené-
tica entre las poblaciones, esta es baja, por lo que no se
observa un claro aislamiento genético entre las pobla-
ciones. En el dendrograma las poblaciones se agruparon
de la siguiente manera: Alta Verapaz y Baja Verapaz,
Chimaltenango y Sacatepéquez, Quiché, Huehuetenan-
go y Totonicapan; dejando como una poblacion fuera
de grupo a la proveniente de Solola.

Esta situacion también se reflejo con el analisis
de comparacion por pares de los valores de distancias
genéticas a través del indice de Nei, en el cual se obser-
va que los valores van en un rango de 0 entre las pobla-
ciones de Alta Verapaz y Baja Verapaz, hasta un valor
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Tabla 1
Estructura genética de las poblaciones de aguacate nativo analizadas a través del marcador molecular AFLP

Poblacion N # loci #loc_P PLP Hj
AV 18 72 39 54.2 0.17290
BV 9 72 43 59.7 0.17198
Hue-Qui 18 72 39 54.2 0.20120
Chimal 10 72 56 77.8 0.26521
Sac-Chimal 74 72 41 56.9 0.17932
Sol 6 72 33 45.8 0.13457
Toto-Qui 28 72 43 59.7 0.18520

Nota. AV = Alta Verapaz, BV = Baja Verapaz, Hue—Qui = Huehuetenango - Quiché, Chimal = Chimaltenango, Sac-
Chimal = Sacatepéquez - Chimaltenango, Sol = Solol4, Toto-Qui = Totonicapan - Quiché, N = nimero de individuos
por poblacién, # loci = cantidad de loci analizados, #loc_ P = ntimero de loci polimoérficos, PLP = porcentaje de loci

polimérficos, Hj = heterocigosidad esperada bajo una proporcion genotipica en equilibrio de Hardy-Weinberg.

Tabla 2

Estructura genética de las poblaciones de aguacate nativo generada a través del marcador molecular AFLP

N Ht Hw Hb Fst

7 0.1933 0.1872 0.0061 0.0313
S.E 0.015082 0.001885 0.311799
Var 0.000227 0.000004 0.09

Nota. N = niimero de poblaciones, Ht = diversidad genética total, Hw = diversidad genética promedio dentro de las
poblaciones, Hb = diversidad genética entre las poblaciones, Fst = indice de fijacion de Wright.

de 0.0281 entre las poblaciones de Chimaltenango y
Solola. Dichos valores pueden observarse en la Tabla 3.

La division de las poblaciones a través del analisis
con el programa Structure mostr6 una mayor probabili-
dad en organizar las poblaciones en dos y cuatro grupos
genéticos expresados a través del valor K (Figura 4).
El grupo genético (K = 2) representado por la tonali-
dad mas oscura, fue el dominante en la poblacion de
Solola, mientras que, el grupo genético representado
por la tonalidad clara, esta ampliamente representado
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en las poblaciones de Chimaltenango y Huehuetenan-
go—Quiché. En el resto de poblaciones, ningin grupo
genético prevalecio, por lo que se asume una mezcla de
dichos grupos. Cuando el valor K = 4 la poblacion de
Solola fue dominada por el grupo genético representado
en blanco, mientras en la poblaciéon de Chimaltenango
prevalecio el grupo genético representado por la tona-
lidad gris oscuro. Las demas poblaciones no mostraron
una clara afinidad por ninguno de los grupos genéticos.
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Figura 2. Dendrograma UPGMA generado a partir del marcador molecular amplified fragment length polymorphism
(AFLP) utilizando las distancias genéticas de Nei que muestra la diversidad genética de aguacate nativo guatemalte-
co a nivel de individuos. Al numero de cada individuo se antepuso la poblacion de origen para facilitar su ubicacion

geografica, AV = Alta Verapaz, BV = Baja Verapaz, Hue-Qui = Huehuetenango - Quiché, Chimal = Chimaltenango,
Sac-Chimal = Sacatepéquez - Chimaltenango, Sol = Solol4, Toto-Qui = Totonicapan - Quiché.
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Figura 3. Dendrograma UPGMA generado a partir del marcador molecular amplified fragment length polymorphism
(AFLP) utilizando las distancias genéticas de Nei que muestra la diversidad genética de aguacate nativo guatemalteco
a nivel de poblaciones. Los nlimeros en cada uno de los clados muestran el valor de soporte estadistico con el método
bootstraps después de 1,000 permutaciones.

Figura 4. Division de los materiales de aguacate nativo en dos (K = 2) y cuatro (K = 4) grupos genéticos inferidos por
el programa Structure en el cual se observa el alto grado de mezcla genética entre las poblaciones.
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Tabla 3

Matriz de distancias genéticas generadas a partir del indice de Nei

Poblacién AV BV Hue-Qui Chimal Sac-Chimal Sol Toto-Qui
AV 0

BV 0 0

Hue-Qui 0.0041 0.0079 0

Chimal 0.0066 0.0098 0.0038 0

Sac-Chimal 0 0.0014 0.0029 0.0056 0

Sol 0.0086 0.0038 0.0268 0.0281 0.0169 0

Toto-Qui 0 0 0.0058 0.0051 0.0004 0.0114 0

Nota. AV = Alta Verapaz, BV = Baja Verapaz, Hue-Qui = Huehuetenango - Quiché, Chimal = Chimaltenango,
Sac-Chimal = Sacatepéquez - Chimaltenango, Sol = Solol4, Toto-Qui = Totonicapan - Quiché.

Discusion

Para entender el comportamiento del aguacate na-
tivo dentro del territorio guatemalteco, hace falta com-
prender que, en términos de genética de poblaciones,
si las poblaciones presentan altos niveles de variacion
genética, esto indica que son muy grandes y/o que exis-
te elevado flujo génico entre ellas. Por el contrario, si
las poblaciones de una especie manifiestan marcadas
diferencias entre si, es posible que sean pequeiias y/o
que exista poco flujo génico entre ellas (Eguiarte et
al., 2013). Para el caso de este estudio, los indices de
estructura poblacional apuntan a una alta conectividad
entre las poblaciones, existiendo un elevado flujo géni-
co, razon por la cual no se observa un claro aislamiento
genético entre las poblaciones. Otro factor a considerar
es que, las poblaciones con bajo flujo génico y de ta-
maiio reducido, son susceptibles a sufrir los efectos de
la deriva genética, lo que significa la pérdida de alelos
por fijacion (Labar & Adami, 2017). Sin embargo, de-
bido al flujo génico y la baja diferenciacion entre las
poblaciones analizadas, el riesgo de sufrir los efectos
de la deriva genética, por parte del aguacate nativo,
son menores.

Los esfuerzos para determinar el grado de diver-
sidad genética en materiales de aguacate han llevado
al uso del marcador molecular AFLP, mostrando ser de
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utilidad (Cerda-Hurtado et al., 2015). Ademas, otros
marcadores moleculares de tipo dominantes como
RAPD e ISSR (Fiedler et al., 1998; Reyes-Aleman et
al., 2013) han permitido la caracterizacion molecular e
identificacion de diversidad genética de individuos den-
tro del género Persea y también dentro de la especie P,
americana. Los resultados obtenidos por Cuiris-Pérez
y colaboradores (2009) quienes evaluaron la diversi-
dad genética dentro de la raza mexicana a través del
marcador AFLP, obtuvieron un comportamiento muy
similar a este estudio cuando se compara el nivel de
organizacion a través del analisis de conglomerados
mediante los dendrogramas generados.

La experiencia en la caracterizacion con el mismo
marcador molecular (AFLP), de materiales nativos en
el estado de Nuevo Ledon, México (Gutiérrez-Diez et
al., 2009), también mostr6 un alto grado de diversidad
genética, aunque este estudio si logra un tipo de arreglo
a través del dendrograma, debido a la previa caracteri-
zacion a nivel de razas de las 42 accesiones analizadas.
Sin embargo, debido al alcance del presente estudio, no
se contd con la caracterizacion previa a nivel de razas,
por lo que no fue posible establecer una relaciéon como
en el estudio antes mencionado, aunque si fue posible
profundizar en los indices poblacionales.

Al examinar el comportamiento del aguacate na-
tivo guatemalteco, se observa que el indice Ht (0.1933)
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que establece el grado de diversidad total y el indice
Hw (0.1872) que mide el grado de diversidad genética
entre el total individuos en cada poblacion, refleja un
alto grado de diferencia entre ellos. Esta situacion es
propia de una especie de polinizacion abierta, asi como
la condicion de protoginia sincronica que propicia la
separacion temporal de las funciones sexuales de la flor,
favoreciendo asi el entrecruzamiento (Bergh, 1974 ,
1992; Davenport, 1986). Este alto grado de variabilidad
también responde al caso especial en su morfologia flo-
ral denominado heterodicogamia, en el cual dos geno-
tipos diferentes que presentan dicogamia sincronizada,
tienen comportamiento de floracion reciproca, lo cual
significa que mientras las flores de uno de los indivi-
duos se encuentra en etapa femenina, las flores del otro
se encuentran en la etapa masculina, favoreciendo asi
la polinizacion cruzada y aumento de variabilidad ge-
nética (Alcaraz & Hormaza, 2011). Esto deja en claro
que el aguacate posee un diseflo que busca maximizar
la polinizacion cruzada y de este modo incrementar la
variabilidad genética y adaptacion a la mayor cantidad
de ambientes posibles, convirtiéndose en una especie
altamente heterogénea.

Otro aspecto que ha ayudado a incrementar la
diversidad del aguacate, es la ausencia de barreras
de esterilidad entre las razas horticolas de la especie,
por lo cual es frecuente que se presenten hibridacio-
nes interraciales de manera natural o inducida por el
hombre (Gross-German & Viruel, 2013). En cuanto a
esto, las evidencias etnobotanicas (Storey et al., 1986;
Williams, 1977) y los estudios genéticos (Ashworth &
Clegg, 2003; Furnier et al., 1990) sustentan el hecho de
que las tres razas horticolas permanecieron separadas
durante su proceso de domesticacion, pero tras la lle-
gada de los espafioles en el siglo X VI, estas entraron en
contacto generandose las hibridaciones interraciales a
causa del flujo genético originado por la accion huma-
na. Esta situacion ayuda a comprender la influencia de
la interaccion hombre — planta sobre la actual estructura
poblacional del aguacate.

Cuando se examina el dendrograma a nivel de in-
dividuos (Figura 2) se observa que existe un alto grado
de variabilidad entre estos, los cuales no pudieron ser
ordenados en un arreglo de conglomerados que man-
tuviera relacion con el origen geografico de las pobla-
ciones donde fueron colectados. Esta misma situacion
se presento con el analisis de Structure (Figura 4) al no
poderse establecer una total asignacion de los indivi-
duos hacia los posibles grupos genéticos inferidos por el
programa, observandose una mezcla de dichos grupos
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en la mayor parte de los individuos analizados. Este
fendmeno, de acuerdo con Ashworth y Clegg (2003) es
el resultado de la complejidad del estado hibrido de los
aguacates, a lo que Bernal-Parra y colaboradores, 2014
agregan que, las especies alogamas, de amplia distri-
bucion geografica y que estan sujetas al intercambio de
semillas, como es el caso del aguacate guatemalteco,
incrementan considerablemente la variabilidad genética
de los materiales.

El estudio de Galindo y colaboradores (2011),
agrega que la antigua relacion con el hombre y las
diferentes condiciones de domesticacion del aguacate
han dado como resultado una gran diversidad de geno-
tipos de afinidades genéticas muy complejas, como las
encontradas en esta investigacion, al igual que en el
estudio de Canas-Gutiérrez y colaboradores (2015). Por
otra parte, al analizar el comportamiento del aguacate
a nivel de poblaciones, es claro que el bajo valor del
indice Hb (0.0061), el cual mide el grado de diferen-
ciacion genética entre poblaciones analizadas, indica
que muchos de los loci identificados por el marcador
molecular se encuentran presentes en todas las pobla-
ciones. Dicha situacion se interpreta como una alta si-
militud genética entre las poblaciones, situacion que
se ve respaldada por los bajos valores encontrados en
la heterocigosidad esperada (Hj). Esta situacion indica
que existe un flujo constante de materiales de aguacate a
través de las poblaciones analizadas, lo cual genera dos
condiciones, el incremento de la variabilidad genética
entre todos los individuos por recombinacion y un bajo
nivel de estructura poblacional.

Este bajo nivel de estructura o aislamiento ge-
nético entre las poblaciones, puede ser claramente
observado a través de la matriz de distancias genética
(Tabla 3) ya que, para todos los casos de comparacion,
los valores obtenidos son muy cercanos a 0, lo que se
interpreta como una alta similitud genética entre las
poblaciones. Esta misma situacion también se identifica
a través de los bajos valores de diferenciacion genética
en el dendrograma a nivel de poblaciones (Figura 3).
Sin embargo, a pesar de existir un nivel muy bajo de
diferenciacion, este dendrograma si permite observar
una relacion positiva entre la cercania genética y la cer-
cania geografica, aunque los valores de bootstrap bajos
indican que la estructura de los grupos identificados
no estan consolidados y pueden variar (Efron, 1979).
Esta escasa estructura poblacional resulta, en gran me-
dida, a la movilizacion de semillas entre los distintos
departamentos del pais, lo cual responde a la seleccion
continua que realizan los productores nacionales en
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funcion de un idiotipo para satisfacer el mercado local
o internacional (Ocampo, Urrea, Wyckhuys, & Salazar,
2013). La comercializacion de los frutos, a partir de los
cuales se utilizan las semillas para el establecimiento de
nuevas plantaciones, también es un factor que afecta la
estructura genética.

El estudio de diversidad genética de aguacate rea-
lizado por Corona-Jacome, Galindo-Tovar, Lee-Espi-
nosa y Landero-Torres (2016) que incluyd muestras
tomadas en la region de Antigua Guatemala, encontrd
un alto valor de similitud genética entre dicha pobla-
cion y otra poblacion ubicada en la localidad de Aqui-
la, estado de Veracruz, México. Esta situacion ayuda a
explicar el comportamiento de la similitud genética de
las poblaciones de aguacate guatemalteco, ya que los
procesos de dispersion que sufrio la especie desde su
posible origen en la Sierra Nevada (Galindo-Tovar &
Arzate-Fernandez, 2010) han ayudado a la interaccion
entre las poblaciones, a pesar de existir grandes distan-
cias geograficas entre ellas.

La situacion genética de los materiales nativos en
Guatemala merece especial atencion, pues la estructura
genética actual es resultado del efecto de la interaccion
humana a través del proceso de domesticacion, el cual
habria iniciado con la llega del hombre a Mesoamérica,
hace aproximadamente 15,000 afios (Goebel, Waters,
& O’Rourke, 2008). Desde entonces, las evidencias
historicas, peleohistoricas y paleoecoldgicas indican
que después del proceso de domesticacion iniciado en
México (Galindo-Tovar, Lee-Espinoza, Murgia-Gon-
zalez, Leyva-Ovalle, & Landero-Torres, 2013) los ma-
teriales de aguacate fueron trasladados hacia la zona
de Yucatan, Guatemala y Belice, en donde la cultura
maya establecié uno de los tres principales centros de
domesticacion del aguacate (Colunga-GarciaMarin &
Zizumboo, 2004; Gama & Gomez, 1992). A partir de
ahi, las implicaciones religiosas, mitologicas, econo-
micas y medicinales, que tuvo el aguacate en la region
de Mesoamérica (Galindo-Tovar, Ogata-Aguilar, &
Arzate-Fernandez, 2008), fueron fomentando el pro-
ceso de migracion de materiales de aguacate fuera de
sus poblaciones originales. Esta situacion persiste en
la actualidad y se ha convertido en el principal factor
de incidencia en la diversidad y estructura genética de
este valioso recurso.

Finalmente, la caracterizacién molecular con el
marcador AFLP, permitio establecer que el germo-
plasma nativo de aguacate en Guatemala presenta un
alto grado de variabilidad a nivel de individuos (Ht =
0.1933, Hw =0.1872) y bajo nivel de aislamiento entre
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poblaciones. Esta situacion es atribuida al proceso de
seleccion, al sistema de polinizacion cruzada, el inter-
cambio de semillas y al proceso de domesticacion, al
que aun estd sometido el aguacate; los cuales inciden
en la variabilidad intraespecifica encontrada. Este es-
tudio evidencia la riqueza genética del aguacate nati-
vo guatemalteco y la importancia de su conservacion.
Sin embargo, para desarrollar una adecuada estrategia
de conservacion, es necesario tomar en cuenta que,
la riqueza genética actual es producto del flujo géni-
co entre las poblaciones. No obstante, este flujo se ve
amenazado con la introduccion, de forma extensiva, de
variedades comerciales que desplazan a los materiales
nativos, reduciendo su tamafio poblacional y dejandolos
expuestos a los riesgos de deriva genética y endogamia.
Por tanto, se sugiere mantener el tamafio y conectividad
poblacional actual. También el resguardado del recurso
fitogénetico total y no inicamente de materiales selec-
cionados por alguna caracteristica de interés, evitando
asi el riesgo de erosion genética de la especie y garanti-
zando la permanencia de la diversidad genética, la cual
sera la base de futuros programas de mejoramiento.
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Resumen

e realizd un estudio sobre la composicion y abundancia del fitoplancton en el lago de Amatitlan, y el efecto de

la calidad de agua sobre su biodiversidad. Para ello, se colectaron muestras de agua en cuatro puntos especifi-
cos del lago, en la superficie del agua y a profundidades de 5, 10 y 20 m, de manera mensual durante el 2017. Se
midieron parametros fisicoquimicos in situ como temperatura y pH. Igualmente, se identificaron y contabilizaron
cianobacterias y microalgas. El indice de estado trofico (IETP) catalogd al lago como eutrofico e hipertrofico
(IETP = 63.80-88.18). Se reportan 34 géneros de fitoplancton distribuidos en 30 familias, 17 érdenes y 10 clases.
Los indicadores bioldgicos, tales como, floraciones algales de Microcystis (38.41%), baja diversidad de diatomeas
(Nitzschia, Aulacoseira y Cyclotella), presencia de microalgas Nitzschia y Scenedesmus resistentes a procesos
de eutrofizacion, y alta concentracion de coliformes fecales, de hasta 24,000 NMP/100 ml, evidenciaron la baja
calidad de agua que se presenta en el lago de Amatitlan. En época seca se encontré mas diversidad de microalgas
debido a la mayor incidencia de radiacion solar, el poco recambio de agua y la acumulacioén de materia organica.
Aunque esto varia con los cambios en la concentracion de nitrogeno total (NT) y fosforo total (PT), que potencian
la proliferacion de cianobacterias toxicas. La biodiversidad del lago fue baja debido al estado hipereutréfico en
que se encuentra. Se recomienda poner en funcionamiento plantas de tratamiento de aguas residuales para evitar
que esta problematica continte.

Palabras claves: Microalgas, aguas residuales, floraciones algales, Microcystis, eutrofizacion

Abstract

study was carried out on the composition and abundance of phytoplankton in Amatitlan lake, and the effect
f water quality on its biodiversity. For this, water samples were collected at four specific points in the lake,
on the water surface and at depths of 5, 10 and 20 m, in a monthly way during 2017. Physicochemical parameters
were measured in situ such as temperature and pH. Likewise, cyanobacteria and microalgae were identified and
accounted. The trophic state index (IETP) cataloged the lake as eutrophic and hypertrophic (IETP = 63.80-88.18).
34 genera of phytoplankton distributed in 30 families, 17 orders and 10 classes are reported. Biological indicators,
such as Microcystis algal blooms (38.41%), low diatom diversity (Nitzschia, Aulacoseira and Cyclotella), presence
of Nitzschia and Scenedesmus microalgae resistant to eutrophication processes, and high concentration of fecal
coliforms, up to 24,000 NMP/100 ml, evidenced the low quality of water that occurs in lake Amatitlan. In the dry
season, more microalgae diversity was found due to the higher incidence of solar radiation, little water change and
the accumulation of organic matter. Even though this varies with changes in the concentration of total nitrogen
(NT) and total phosphorus (PT), which enhance the proliferation of toxic cyanobacteria. The lake’s biodiversity
was low due to its hypereutrophic state. We recommend to put this wastewater treatment plants into operation to
prevent this problem to continue.

Keywords: Microalgae, wastewater, algal blooms, Microcystis, eutrophication
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Introduccion

El fitoplancton es un conjunto heterogéneo de
microorganismos fotosintéticos, denominado genérica-
mente como microalgas, las cuales pueden tener formas
unicelulares, coloniales o filamentosas (Gémez, 2007).
Su importancia ecoldgica radica en que son organismos
autotrofos, productores primarios y fuente de alimento,
rico en proteinas, vitaminas y minerales, para clado-
ceros, copépodos, larvas de algunos insectos y peces
(Rodrigues et al., 2003).

La cuenca del lago de Amatitlan se considera
como una de las mas contaminadas de Centroaméri-
ca, aun asi, se permite la pesca y la recreacion. Estos
niveles de contaminacion se han incrementado sus-
tancialmente desde 1950 debido a la deforestacion, la
agricultura intensiva y las aguas residuales industriales
y domésticas que descargan por la corriente del rio Vi-
llalobos, lo que ha llevado a la eutrofizacion del lago
(Calderén, 2010). Adicionalmente, su efluente, el rio
Michatoya, es utilizado para produccion de energia
hidroeléctrica, generando diversos beneficios para la
sociedad (Michels et al., 2014).

La eutrofizacion ocurre cuando hay exceso de
concentracion de nutrientes en un sistema hidrico,
fundamentalmente nitrogeno y fosforo, lo que genera
cambios en los factores fisicoquimicos del agua y a su
vez en la fauna y flora que lo habitan (Murilloet al.,
2010; Prosperi et al., 2005). Esto origina un crecimien-
to desmedido de algunas especies de fitoplancton, en
especial de las cianobacterias, las cuales bajo ciertas
condiciones ambientales (temperaturas elevadas, alta
carga de nutrientes y pH alcalino) desarrollan flora-
ciones (Reynolds, 1984), lo que hace que resulte un
grupo competitivamente exitoso con relacion a otros
del fitoplancton (Paerl & Huisman, 2009; Vera-Parra
etal., 2011).

Las cianobacterias son microorganismos proca-
riotas y los fotosintetizadores aerdbicos mas antiguos
del planeta, cuyas formas coloniales suelen formar
agregados macroscopicos que resultan en floracio-
nes, que deterioran la calidad del agua para consumo
y fines recreativos (Lucena, 2008; Paerl & Huisman,
2009). Afectan el desarrollo de la flora acuatica porque
impiden la llegada de luz a algunos sectores del lago,
igualmente disminuyen la concentracion de oxigeno
disuelto necesario para peces ¢ invertebrados. Ademas,
hay especies de floraciones que producen cianotoxinas
perjudiciales para la vida acuatica y el ser humano, por
ejemplo, Microcystis, una cianobacteria dominante en
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el lago de Amatitlan, se ha reportado como la respon-
sable de grandes floraciones y productora de microcis-
tinas, altamente toxicas (Romero-Oliva et al., 2014;
Falconer, 2005; Harke et al., 2016).

La intervencion antrépica que ha sufrido el lago
de Amatitlan ha modificado los parametros fisicoquimi-
cos del agua, al igual que las comunidades de fitoplanc-
ton, por lo que una bioevaluacion de estos parametros y
su relacion con las microalgas es relevante para deter-
minar el estado del lago y establecer posibles soluciones
(Gomez et al., 2001). La abundancia, composicion y
distribucion del fitoplancton ha sido catalogado como
indicador biologico de la calidad del agua (Plataroti &
Patifio, 2010), debido a que poseen un ciclo de vida cor-
to y el recambio de especies es sensible a los cambios
ambientales (Quiroz et al., 2004). Es por ello que en el
lago de Amatitlan se han efectuado diversos estudios
sobre la diversidad del fitoplancton y su potencial en
la biotecnologia (Calderén 2010; Diaz, 2011; Peckham
& Dineen, 1953).

En el presente estudio se caracteriza el fitoplanc-
ton a diferentes profundidades de la columna de agua
y su relacion con algunas variables ambientales, con el
fin de obtener las bases para la identificacion de espe-
cies indicadoras de calidad de agua y proveer datos que
permitan el estudio del potencial biotecnologico de las
microalgas del lago de Amatitlan.

Materiales y métodos
Area de Estudio

El lago de Amatitlan (14°28°34.6” N 90°35°16.0”
0) se ubica en el municipio del mismo nombre a 26
km de la capital de Guatemala. Se encuentraa 1,186 m
s.n.m. con una precipitaciéon media anual sobre el lago
de 1,220 mm, la temperatura media anual es de 24.5°
C, el nimero de horas de brillo solar es de 1.716 h/afio
y la radiacion solar de 18.6 MJ/m*dia (Diaz, 2011).
La cuenca del lago de Amatitlan es de origen vulca-
no-tectdnico y es el cuarto lago con mayor extension
en Guatemala, con un area de 15.2 km? (Gudiel, 2007).

Los muestreos de los parametros fisicoquimicos
para determinar la calidad del agua y el fitoplancton,
se realizaron en cuatro puntos de muestreo (Figura 1):
Este Centro (EC), Oeste Centro (OC), bahia Playa de
Oro (BPO) y rio Michatoya (RM), a profundidades de
0, 5, 10 y 20 m. Los sitios de muestreo del presente
estudio fueron los puntos de monitoreo establecidos
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Figura 1. Localizacion de los sitios de muestro, dentro del Lago de Amatitlan (Guatemala). Este centro (EC): 14°25°52.5”
N 90°32°28.2” W; Oeste centro (OC): 14°28°34.6” N 90°3516.0” W; Bahia Playa de Oro (BPO): 14°29'11.5” N
90°34°11.9” W; Rio Michatoya (RM): 14°29712.3” N 90°36°42.14” W.

previamente por la Autoridad para el Manejo Susten-
table de la Cuenca y del Lago de Amatitlan (AMSA).
El lago presenta dos subregiones divididas por una
construccion denominada relleno para paso vehicular,
en cada una de estas regiones se eligio su punto medio
(EC y OC). La parte este del lago mide 7.12 Km? y la
parte Oeste 8.23 Km? (Basterrechea, 1983). EC esta
ubicado en una parte del lago que tiene escasa comu-
nicacion con otros cuerpos hidricos, mientras que OC
se encuentra entre el rio Villalobos (afluente) y el rio
Michatoya (efluente), BPO se encuentra cercano a la
desembocadura del rio Villalobos y RM se ubica en
el primer tramo del rio Michatoya, cerca de la playa
publica (Michels et al., 2014).
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Disefio de muestreo

Los muestreos para medir los parametros fisico-
quimicos y determinar la calidad del agua, y los analisis
cualitativos y cuantitativos para estudio de fitoplancton,
fueron realizados mensualmente durante el 2017, en
los cuatro puntos de muestreo que AMSA ha utilizado
para monitorear la calidad de agua, EC, OC, BPO y RM
(Figura 1). En los cuatro puntos se tomaron muestras
de la superficie directamente. Adicionalmente, en EC
y OC se muestreo a 10 y 20 m de profundidad y en
BPO a 5 m con una botella Van Dorn de 5 L. Este
procedimiento se hizo por triplicado en cada punto de
muestreo, llenando dos frascos plasticos de boca ancha
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con tapon de rosca de 1 L. Asi mismo, se tomaron las
muestras en frascos ambar de 500 mL para el analisis de
fitoplancton, y se adiciono lugol al 3%. Seguidamente,
todos los frascos fueron almacenados a 4 °C hasta su
correspondiente analisis (Bellinger & Sigee, 2015).

Variables fisicas y quimicas

Con el objetivo de considerar la variabilidad tem-
poral de los parametros fisicoquimicos y microbiologi-
cos en el lago de Amatitlan, se realizaron analisis in situ
y ademas se recolectaron muestras en los cuatro puntos
de muestro para analizarlas en el Laboratorio de Control
de la Calidad Ambiental de AMSA.

Los parametros evaluados fueron: Temperatura,
conductividad eléctrica y oxigeno disuelto con la sonda
WTW Oxi 1970i; pH con el potenciometro HQ 30d
Marca HACH Flexi y la turbidez con el turbidimetro
HACH 20100Q. Por otra parte, el nitrogeno total se
midio siguiendo la metodologia de Miiller y Weideman
(1955), fosforo total, ortofosfatos, sélidos totales sus-
pendidos y disueltos, coliformes totales y coliformes
fecales fueron analizados siguiendo los métodos es-
tandar (Clesceri et al., 2005). La demanda quimica de
oxigeno (Closed Reflux. 5220 D Colorimetric Method),
tensoactivos (Spectroquant, prueba en cubetas tensoac-
tivos anidnicos), clorofila a (Henriques, M., Silva, A.,
& Rocha, J. M.,2007), silicatos (Spectroquant, prueba
de silicatos, acido salicilico), y arsénico por medio de
espectrofotometria de absorcion atdmica-horno de gra-
fito (Clesceri, et al., 2005).

El indice de Estado Trofico (IETP) se determiné a
partir de la concentracion de clorofila a y fosforo total,
del agua mas superficial, cuya relacion con la transpa-
rencia se calcul6 previamente, siguiendo la metodologia
propuesta por Carlson (1977).

Analisis cualitativo de fitoplancton

Para identificar los géneros de fitoplancton pre-
sentes en la muestra se utiliz6 un microscopio inverti-
do (Labomed TCM400) a un aumento total de 40X y
100X, y se utilizaron las claves de Bellinger y Sigee
(2015), Komarkova y colaboradores (2016) y Cronberg
y Annadotter (20006).

Analisis cuantitativo de fitoplancton

Se efectud utilizando la camara Sedgwick-Rafter
y un microscopio invertido (Labomed TCM400) a un
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aumento total de 40X, contando un total de 100 unida-
des naturales (colonias, filamentos o células) por mues-
tra, con el objetivo de llegar a un valor estadisticamente
significativo (error del = 20%, con limites de confianza
de 95%). Se escogio este valor, ya que, para reducir
dicho error a la mitad, habria que cuadriplicar los re-
cursos para llevar a cabo esta cuantificacion (Clesceri
et al., 2005). La matriz para el analisis se expres6 en
abundancias relativas, es decir, el porcentaje de células/
mL de cada género reportado, por punto de muestreo.

Analisis estadistico

Calidad de agua: El analisis estadistico descrip-
tivo se aplico a 15 parametros fisicoquimicos, uno mi-
crobiologico (coliformes fecales) y al IETP. Se calcula-
ron los valores promedio, minimo y maximo para estos
parametros, en cada punto de muestreo y profundidad.

Analisis cualitativo de fitoplancton: Para anali-
zar la diversidad alfa entre sitios y meses de muestreo
se calcularon indices de diversidad empleando el pro-
grama Past 3.15 (Hammer et al., 2001). Se calcul6 la
diversidad de Shannon-Wiener, dominancia de Simpson
y uniformidad de Pielou (Jost, 2006). Para esto se utili-
76 la matriz que discrimina la abundancia relativa por
punto de muestreo (expresada en porcentaje de células/
mL) de cada género identificado, y agrupando todos
los meses y profundidades (Tabla 4). Los resultados
obtenidos se transformaron a numeros de diversidad
de Hill (1973).

Analisis cuantitativo de fitoplancton: Se realiz6
la prueba de Shapiro-Wilk, basada en la comparacion
de los cuartiles de la distribucion normal, para deter-
minar el tipo de distribucion de los datos. Siguiendo
estos resultados, se realizaron pruebas ANOVA para
la riqueza e indices de diversidad, mientras que para la
abundancia se desarroll6 la prueba de Kruskal-Wallis,
ya que su distribucion no fue normal. Estas pruebas se
hicieron con el software Statgraphicas Centurion XVI
version 16.1.03.

Efecto de la calidad del agua sobre la biodi-
versidad del fitoplancton: Se hizo un Analisis de
Correspondencia Segmentado (DCA, por sus siglas en
inglés) para establecer la técnica de ordenacion que
mejor se ajustaba a los datos obtenidos de abundancia
del fitoplancton, en el software Canoco 4.5 (Leps &
Smilauer, 2003). Con base en este resultado se hizo un
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analisis de redundancia (RDA) para la ordenacion de
los géneros, con respecto a las variables ambientales de
los sitios muestreados. Para este analisis se utilizaron
los 34 géneros de microalgas encontradas durante el
2017 y 18 variables representativas.

Resultados

Variables fisicoquimicas para determinar la
calidad del agua

El promedio anual de pH presentd valores entre
7.7 y 8.9 en los diferentes puntos de muestreo, y la
temperatura de 22.2 °C a 25.9 °C (Tabla 1 y Tabla 3).
La conductividad presento los mas altos promedios an-
uales en RM (782.0 uS/cm) y OC (803.0 uS/cm), a 0 m
(Tabla 1). A profundidades de 5, 10y 20 m los valores
mas altos se presentaron en EC (730.0 uS/cm) y OC
(786.0 uS/cm) (Tabla 3). La concentracion de oxigeno
disuelto fue mayor en EC, a 0 m, con un a valor de 19.4
mg/L. Sin embargo, a 10 y 20 m en este mismo sitio ya
se reportaron valores de 0 mg/L.

La turbidez fue mas alta en BPO a 0 m (450.0
NTU)yen OC a 10y 20 m (24.0 NTU). Con respecto
al nitrogeno total (NT) y fosforo total (PT) se reportaron
los valores mas altos en RM, con 260.0 mg/L y 18.2
mg/L respectivamente. EI1 IETP y los coliformes fecales
solo se registraron en la superficie, el IETP lleg6 a los
valores mas altos en RM (88.2) y los menores en OC
(63.8) (Tabla 1). Los coliformes fecales presentaron
los valores mas altos en OC (24,000 NMP/100 mL) y
los mas bajos en EC (1.8 NMP/100 mL). Los demas
valores de los parametros fisicoquimicos reportados se
muestran en las Tablas 1,2 y 3.

Analisis cualitativo de fitoplancton

La clase Cyanophyceae (cianobacterias) fue la de
mayor riqueza con 13 géneros, mientras que, a nivel de
familia, Chlorellaceae fue la mas representativa con tres
géneros. Las demas familias estuvieron representadas
por uno o dos géneros (Tabla 4). Tres puntos de mues-
treo dentro del lago de Amatitlan mostraron resultados
similares en cuanto a riqueza (p = .98), RM demos-
tr6 diferencias significativas de los demas puntos (p =
8.85E7; Tabla 6). BPO, fue el de mayor riqueza, con 31
géneros; y RM el menor con 18. Asi mismo, los meses
con mayor nimero de géneros reportados fueron enero
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y febrero, mientras que, los de menor riqueza fueron
abril, mayo y septiembre (Figura 2).

Los indices de Shannon-Weaver, Simpson y Pie-
lou (Tabla 5) en EC y OC presentaron igual nimero de
especies, no obstante, OC tuvo mayor valor en el indice
de Shannon (N1). RM fue el sitio que mostr6 valores
diferentes en los indices con respecto a los demas sitios,
aunque ninguno con diferencia significativa (p > .05).
Los resultados obtenidos demuestran una baja diversi-
dad en todos los puntos de muestreo (Tabla 6).

Analisis cuantitativo de fitoplancton

Se cuantificaron 34 géneros de microalgas durante
el 2017, distribuidas en 30 familias, 17 6rdenes, 10 cla-
ses, seis divisiones (phylum) y tres reinos. Se observa
la mayor abundancia de fitoplancton en el mes de sep-
tiembre (30.15%), pero no hay diferencias significativas
segun la prueba de Kruskal-Wallis para datos no pa-
ramétricos (p = .285; Tabla 6). En septiembre se obser-
va el mayor porcentaje de abundancia de fitoplancton en
RM (25.11%). Los meses de menor abundancia relativa
fueron enero (2.84%), febrero (1.07%), marzo (0.48%),
abril (2.07%) y mayo (4.59%), (Figura 3). Al analizar
la abundancia de fitoplancton por profundidades, se
observo que la superficie del lago presentd la mayor
abundancia relativa en todos los puntos de muestreo
(Figura 5), especificamente en el punto RM (32.90%)).
BPO fue el unico sitio donde se tom6 muestra a 5 m
de profundidad, en donde se observa menor abundancia
(9.29%) que en la superficie (12.53%). En OC y EC
se tomaron muestras a 10 y 20 m. En OC se evidencia
una disminucion de la abundancia relativa de 13.97% a
3.69%, conforme aumenta la profundidad; mientras que
en EC se present6 la mayor abundancia de fitoplancton
a 10 m de profundidad (7.46%).

Con respecto a la abundancia relativa de los géne-
ros, la cianobacteria Microcystis (Figura 4) y Pseudana-
baena dominaron con 38.41 y 34.99% respectivamente,
seguidas por Merismopedia con 10.74%, mientras que,
la abundancia menor (<0.006%) la presentaron los gé-
neros Cosmarium, Characium, Pandorina, Closterium,
Oocystis y Snowella (Tabla 4). BPO, EC, y OC com-
parten la mayoria de las especies, aunque varian en
abundancia, mostrando dominancia de Pseudanabaena
en los tres sitios (35.16% a 59.12%). Por el contrario
RM, presentd menos especies y una predominancia de
Microcystis con 69.08% (Tabla 4).
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Tabla 1

Pardametros fisicoquimicos de los puntos de muestreo en aguas superficiales (0-0.5m)

EC oC BPO RM
Parametro Promedio Promedio Promedio Promedio
(Minimo -Maximo) (Minimo -Maximo) (Minimo -Maximo) (Minimo —Maximo)
pH 8.9 (7.5-9.5) 8.5(7.4-9.4) 8.4 (7.8-9.2) 8.4(7.2-9.4)
T (°C) 25.0 (22.1-27.6) 25.6 (22.7-28.8) 25.9 (23.0-29.2) 25.1(23-28.1)

Cond. (uS/cm)
0, (mg/L)
Turbidez (NTU)
DQO (mgO,/L)
PT (mg/L)

OrtP (mg/L)
NT (mg/L)

Sil (mg/L)

SST (mg/L)
TDS (mg/L)

TenA (mg/L)

Clor (pg/L)
IETP

ColFec
(NMP/100 ml)

As (mg/L)

597.8 (566 -632)
11.2(0.7-19.4)
29.5 (9.0-100)
82.1 (27 -256)
0.4 (0.08-2.15)
0.11(0.01-0.23)
4.01 (0.66-25)
26.45 (18 -32.30)
38.75 (7 -179)
309.75(281 -372)
0.24 (0.09-0.57)

231.59 (21.36-
1378.84)

69.47 (64.44-81.57)

13.60 (1.80-33)

0.02 (0.01-0.03)

723.4 (652-803)
8.9 (0.8-17.9)
34.7(3-160)

69.2 (20 -230)
0.76 (0.41-1.59)
0.43 (0.21-0.69)
3.97 (0.94-14.17)
17.56 (2.40-30.40)
38.79 (3-189.5)
362.58 (326 -414)

0.28 (0.12-0.41)

122.84 (4.01-369.51)

70.88 (63.80-75.76)

6323.94 (180 -24000)

0.03 (0.02-0.44)

658.5 (604-760)
8.7 (2.0-21.2)

83.8 (13-450)
272.2 (26-2046)
1.68 (0.21-9.78)
0.13 (0.0 -0.2102)
12.53 (0.65-108.40)
68.70 (54-86.7)
188.29 (7-1546)
333(301-382)

0.53 (0.1-2.4)

445.58 (39.5-3447.02)

72.75 (66.73-88.41)

191.11 (1.80-1700)

0.03 (0.02-0.03)

734 (657-782)
7.8 (0.0-17.1)

79.6 (7-270)

445.8 (31-3545)
2.58 (0.33-18.19)
0.44 (0.1395-0.6869)
25.05(1-260.03)
15.81 (0.95-29.4)
401.21 (7.5-2840)
362.50(328-394)
0.38 (0.13-1.50)

444.90 (10.64-
1948.05)

73.60 (63.98-88.18)

2032.92 (45-9200)

0.03 (0.02-0.04)

Nota. Abreviaturas de parametros: As: arsénico; Clor: clorofila a; ColFec: coliformes fecales; Cond: conductividad;
DQO: demanda quimica de oxigeno; IETP: indice de estado tréfico; NT: nitrogeno total; O,: oxigeno disuelto; OrtP:
ortofosfatos; PT: fosforo total; Sil: Silicatos; SST: Solidos totales suspendidos; T: temperatura; TDS: solidos totales
disueltos; TenA: tensoactivos. Abreviaturas para puntos de muestreo: Lago de Amatitlan este centro (EC), Lago de
Amatitlan oeste centro (OC), bahia Playa de Oro (BPO) y rio Michatoya (RM).
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Efecto de la calidad del agua sobre la biodiver-
sidad del fitoplancton

E1 RDA para determinar la relacion entre géneros
y variables fisicoquimicas explico en sus dos primeros
ejes el 91.8 % de la varianza acumulada (suma de va-
lores propios: 0.763). El RDA expone a Microcystis
como el género mas distante del conglomerado, mos-
trando una relacion directa con PT, DQO, NT y TSS,
ademas de encontrarse mayoritariamente en la super-
ficie del lago (P0). Los géneros Pseudanabaena (Pse),

Tabla 2

Merismopedia (Mer), Aphanocapsa (Apha) y
Synechocystis (Syn), todos de la clase Cyanophyceae,
presentaron una relacion inversa con el oxigeno disuelto
y directa con las profundidades de 5, 10 y 20 m, es decir,
fueron mas abundantes que en la superficie. Con respecto
a las demas especies, no se observa una diferencia entre
las profundidades. Nitzschia mostr6 relacion directa con
el aumento de pH, mientras que Rhodomonas, Spirulina
y Closterium mostraron relacion inversa con el mismo.
Los demas parametros fisicoquimicos no presentaron una
ordenacion explicativa (Figura 6).

Parametros fisicoquimicos de los puntos de muestreo a 10 my 20 m

EC(10m) EC(20m) OC(10m) OC(20m)
Parametro Promedio Promedio Promedio Promedio
(Minimo -Méximo)  (Minimo -Maximo) (Minimo -Méximo) (Minimo -Méximo)
pH 8.6 (7.7-9.1) 8.1(7.7-8.5) 8 (7.4-8.6) 7.7 (7.5-8)
T (°C) 23.2(21-24.9) 22.2(20.8-23.4) 23.4(21.4-24.9) 22.9 (21.2-24.5)

Cond. (uS/cm)

0, (mg/L) 2.6(0.0-7.6) 0.7(0.0-2.5)
Turbidez (NTU) 9.3 (4 -16) 8.5(5-13)

DQO (mgO/L)  38.5 (27 -48) 38.7 (26 -55)

PT (mg/L) 0.21 (0.09-0.30) 0.32 (0.23-0.39)
OrtP (mg/L) 0.15(0.03-0.24) 0.27(0.18-0.36)
NT (mg/L) 1.10 (0.45-2.38) 1.92 (0.78-3.04)
Sil (mg/L) 27.20 (20.70-32.20)  28.19 (26.10-30.60)
SST (mg/L) 6.46 (3.00-9) 5 (1.50-10.50)
TDS (mg/L) 307.42(282 -366) 313.08(282-363)

TenA (mg/L)

609 (561 -730)

0.06 (0.19-0.46)

601.3 (283 -669)

0.13 (0.07-0.24)

715.9 (667 -773)
0.7 (0.05-3.4)
13.9(4 -24)

40.6 (18 -51)

0.58 (0.12-0.85)
0.54 (0.32-0.73)
2.90 (1.45-4.70)
21.53 (9.90-31.40)

9.54 (2.50-18)

359.50 (339.00-388.00)

0.27(0.15-0.40)

722.1(669 -786)
0.3 (0.1-0.6)

15.7(9 -24)

38.4 (20 -52)

0.73 (0.49-0.9)
0.63 (0.33-0.79)
3.28 (1.55-4.80)
22.13 (11.70-30.20)
7.42 (1.50-15.50)
359.67 (331 -394)

0.28(0.12-0.44)

Nota. Abreviaturas de parametros: As: arsénico; Clor: clorofila a; ColFec: coliformes fecales; Cond: conductividad,
DQO: demanda quimica de oxigeno; IETP: indice de estado trofico; NT: nitrogeno total; O2: oxigeno disuelto; OrtP:
ortofosfatos; PT: fosforo total; Sil: Silicatos; SST: Solidos totales suspendidos; T: temperatura; TDS: solidos totales
disueltos; TenA: tensoactivos. Abreviaturas para puntos de muestreo: Lago de Amatitlan este centro (EC), Lago de
Amatitlan oeste centro (OC), bahia Playa de Oro (BPO) y rio Michatoya (RM).
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Tabla 3
Parametros fisicoquimicos de Bahia Playa de Oro (BPO)
asm
BPO
Variable Promedio (Minimo -Méximo)
pH 8.1(7.7-8.4)
T (°C) 24.3 (21.8-26.3)

Cond. (uS/cm) 656 (592 -769)

0, (mg/L) 1.5(0.1-4.4)
Turbidez (NTU)  23.3 (7 -56)

DQO (mg O/L)  49.9 (18-105)

PT (mg/L) 0.33 (0.15-0.71)
OrtP (mg/L) 0.18(0.04-0.37)
NT (mg/L) 1.68 (0.72-4.93)
Sil (mg/L) 68.78 (51.50-82.30)
SST (mg/L) 17.04 (9-48)

TDS (mg/L) 329.50(304 -382)

TenA (mg/L) 0.31(0.10-1.19)

Nota. As: arsénico; Clor: clorofila a; ColFec: coliformes
fecales; Cond: conductividad; DQO: demanda quimica
de oxigeno; IETP: indice de estado trofico; NT: nitrégeno
total; O2: oxigeno disuelto; OrtP: ortofosfatos; PT: fosfo-
ro total; Sil: Silicatos; SST: Solidos totales suspendidos;
T: temperatura; TDS: solidos totales disueltos; TenA:
tensoactivos.

Discusion

En el lago de Amatitlan los valores de oxige-
no disuelto indicaron un nivel de anoxia (< 2 mg/L)
en profundidades de 5, 10 y 20 m, en todos los sitios
muestreados. Esto puede estar sucediendo por el in-
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cremento en la produccion de materia organica que es
descompuesta por bacterias heterotroficas, las cuales
a su vez aumentan la tasa de consumo de oxigeno. En
estas condiciones se aumenta la liberacion de fosforo de
los sedimentos y los fosfatos (PO,) se vuelven mas ines-
tables y disponibles para el crecimiento de fitoplancton.
Asi, los niveles de oxigeno pueden controlar la forma
y disponibilidad de nutrientes esenciales para las mi-
croalgas. En situaciones en las que el nivel de oxigeno
disminuye, es posible que los nutrientes se acumulen,
permaneciendo disponibles para el fitoplancton y esti-
mulando las floraciones, ademas de generar mortandad
de peces y macroinvertebrados. Consecuentemente, el
bajo nivel de oxigeno genera preocupacion por la salud
interna del lago (Chandra et al., 2013).

Otra variable importante a nivel biologico es la
temperatura, Basterrechea (1983) report6 temperatura
promedio anual de 20 °C en el lago de Amatitlan, hace
36 afios. Las temperaturas reportadas en el presente
estudio, fueron de 24 °C en promedio anual. El aumento
de la temperatura de las aguas superficiales provoca
intensificacion de las floraciones de cianobacterias, ya
que, estas especies se adaptan rapidamente a altas tem-
peraturas (Basterrechea et al., 2019; Raven & Kiibler,
2002). Ademas, las altas temperaturas aumentan la es-
tabilidad de la columna de agua lo que beneficia a las
cianobacterias flotantes al reducir la mezcla vertical y,
por ende, el equilibrio competitivo entre el fitoplancton
(Huisman et al., 2011). Asi mismo, los valores de pH
alcalinos, de hasta 9.5, obtenidos en el presente estu-
dio favorecieron el desarrollo de las cianobacterias, ya
que, estas tienen la capacidad de transformar los iones
bicarbonato y carbonato en dioxido de carbono, y de
desarrollar biomasas importantes en ambientes natu-
ralmente alcalinos, también poseen una gran capaci-
dad para absorber dioxido de carbono disuelto, atin en
concentraciones muy bajas (Basterrechea et al., 2019;
Raven & Kiibler, 2002).

Existen otras variables fisicoquimicas determi-
nantes del estado tréfico de los cuerpos de agua, e im-
portantes para las poblaciones bidticas, como el NT y
PT. En el punto RM se presentd la menor riqueza de
fitoplancton (18 géneros) y la mayor abundancia de
cianobacterias del género Microcystis (69.08%; Tabla
4). Esto puede ser debido a que el desarrollo de los pro-
cesos eutroficos por el aumento en la concentracion de
nutrientes esta promoviendo la expansion y persistencia
de cianobacterias, por su rapida capacidad adaptativa
a las condiciones ecoldgicas cambiantes (Huisman
et al., 2011; Komarek et al., 2013; Paerl & Huisman,
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Riqueza (N* de géneros)
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Figura 2. Riqueza expresada en numero de géneros por meses y sitios de muestreo. Abreviaturas para puntos de mues-
treo: Lago de Amatitlan este centro (EC), Lago de Amatitlan oeste centro (OC), bahia Playa de Oro (BPO) y rio Mi-

chatoya (RM).
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Figura 3. Abundancia relativa de los géneros de fitoplancton encontrado por punto de muestreo y mes del 2017. Abre-
viaturas para puntos de muestreo: Lago de Amatitlan este centro (EC), Lago de Amatitlan oeste centro (OC), bahia

Playa de Oro (BPO) y rio Michatoya (RM).

2009). Igualmente, estos procesos de eutrofizacion
tienen por consecuencia la reduccion de la biodiversi-
dad del fitoplancton (Fontarbel, 2005). EI IETP (Car-
Ison, 1977) mostr6 valores entre 63.8 y 88.4 (Tabla
1), lo que determina que el lago de Amatitlan presenta
un estado eutrdfico a hipereutrofico, probablemente
por los vertimientos de aguas residuales industriales
y domésticas provenientes de la ciudad de Guatemala
(Calderén, 2010).
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En los resultados del analisis cuali-cuantitativo
de fitoplancton se registraron 34 géneros, mientras que,
Diaz (2011) encontré 18 géneros de microalgas en el
sector oeste del lago de Amatitlan, y Peckham y Dineen
(1953) registraron 38 géneros en el mismo. El sitio BPO
presento la mayor riqueza de microalgas, Diaz (2011)
reportd una mejora en la calidad de agua en esta playa,
debido a la presencia de vegetacion superficial. Entre
tanto, EC y OC mostraron una diversidad de fitoplanc-
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Figura 4. Microcystis sp. Foto a 100X, tomada por: Sara Molina.

ton similar, aunque baja en ambos casos. Es posible
que la baja riqueza en todos los puntos de muestreo
esté relacionada con el aumento de nutrientes debido
a descarga de aguas residuales, asi se ha demostrado
en otros grandes lagos de Guatemala, como el lago de
Atitlan (Chandra et al., 2013).

Asi mismo, se reportaron 13 géneros de ciano-
bacterias (Tabla 4), mientras que, Peckham y Dineen
(1953) reportaron 11 géneros para el lago de Amatitlan,
dentro de los cuales no estaba Mycrocystis, el género
dominante en el lago actualmente. En estudios mas re-
cientes, Calderéon (2010) y Diaz (2011) reportaron a las
cianobacterias como grupo dominante del fitoplancton
del lago de Amatitlan. Sin embargo, las cianobacterias
no son las Unicas capaces de sobrevivir a estas con-
diciones ambientales, las algas verdes (Chlorophyta)
también estan presentes, aunque en menor proporcion
(0.3% del total del fitoplancton) De estas, el género
Scenedesmus fue el mas abundante (0.026%; Tabla 4),
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catalogado con capacidad de remocion de nutrientes y
metales pesados, ademas de poseer adaptacion a am-
bientes residuales en condiciones mixotroficas, por lo
que ha sido utilizado en biorremediacion (Andrade et
al., 2009; Monteiro et al., 2009).

Por otro lado, un componente importante del
fitoplancton son las diatomeas, algunas especies son
consideradas como bioindicadoras de calidad de agua,
en este caso se encontraron tres géneros, que se carac-
terizan por su alta resistencia y desarrollo en variedad
de condiciones tréficas (Denys et al., 2003). Dos de
ellas (Nitszchia y Aulacoseira) son indicativos de aguas
ricas en nutrientes, con alta concentracion de solidos
totales disueltos y turbidez (Lobo et al., 2015; Taylor
et al., 2007). Peckham y Dineen (1953) registraron 11
géneros de diatomeas en el lago de Amatitlan, con do-
minancia de Melosira sp. (54% del total del plancton),
pero ninguno coincide con los géneros reportados en
este estudio.
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Un factor determinante en la composicion y
estructura del fitoplancton es el periodo hidrologico
(Ramirez & Plata-Diaz, 2008; Rodriguez & Bicudo,
2001; Tundisi, 1990). En general los primeros meses
del afio tuvieron mayor riqueza, esta época corresponde
a temporada seca, en la cual, es comin encontrar una
mayor estabilidad de las comunidades fitoplanctonicas,
ya que, factores abrasivos como la velocidad del viento
y de la corriente, y el caudal de los afluentes disminu-
yen (Montoya & Ramirez, 2007; Rodriguez & Bicudo,
2001; Ramirez & Plata-Diaz, 2008). A pesar que se
marcan dos estaciones, la seca, que va de noviembre a
abril y la lluviosa, entre mayo a octubre, los meses de
menor riqueza estuvieron entre marzo y abril siendo
aun época seca y los meses mas calidos, y durante sep-
tiembre y octubre cuando la época lluviosa va llegando
a su fin (Gudiel, 2007).

Las variables climaticas como el viento, las preci-
pitaciones y la turbulencia en la columna de agua, que
aumentan en periodo de lluvias, influyen en la disponi-
bilidad de nutrientes y la radiacion solar subacuatica de
un ecosistema, por lo que se observa una variacion en
la estructura del fitoplancton (Esteves, 1988). Es otras
palabras, en época seca, verano o veranillo, se puede
encontrar mayor diversidad de microalgas debido a la
mayor incidencia de radiacion solar, el poco recambio
de agua y la acumulacion de materia organica y nutrien-
tes, que les permite el aumento de metabolismo, y a su
vez, de reproduccion celular (Tundisi, 1990).

En RM se presenta un aumento desmedido de
abundancia relativa de fitoplancton durante septiembre,
llegando a un valor cuatro veces mas alto que en el resto
de sitios, y hasta 200 veces el valor del promedio de los
demas meses en ese mismo sitio (Figura 3). Asi mismo,
se observan aumentos de abundancia en diferentes me-
ses por cada sitio, que se atribuyen mayoritariamente
a proliferaciones de Microcystis. Lo que tienen en co-
mun los meses donde ocurren dichas proliferaciones
son los marcados aumentos de nitrogeno total y fosforo
total (datos no mostrados), que aumentan los niveles
de eutrofizacion del lago y son el ambiente propicio
para estas cianobacterias (Harke et al., 2012; Chaffin
& Bridgeman, 2014).

La baja diversidad de fitoplancton del lago se
comprueba con los indices de diversidad calculados
de Shannon-Weaver y Simpson (Tabla 5). RM posee
los valores mas altos de eutrofizacion (Tabla 1) y los
indices mas bajos de diversidad (Tabla 5), aunque no
se evidencian diferencias significativas (p > .5) con
respecto a los demas sitios de muestreo (Tabla 6). Este
comportamiento se ha demostrado en otros estudios
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donde el estado trofico es responsable de la estructura y
composicion biodtica de un ecosistema acuatico (Ferrer
et al., 2012; Lugioyo et al., 2007).

El indice de diversidad de Shannon (N1) y la do-
minancia de Simpson indican a los puntos OC y BPO
como los de mayor diversidad dentro del lago (Tabla 5),
es posible que la marcada dominancia de Microcystis
esté afectando el valor de estos indices. Los valores
de estos indices muestran una baja diversidad de fito-
plancton en todos los puntos de muestreo del lago de
Amatitlan.

Por su parte, la Equitabilidad de Hill se vio afec-
tada en RM, ya que, es un indice susceptible a especies
con dominancia significativa, modificando los valores,
y pudiendo generar una interpretacion incorrecta (Baev
& Penev, 1995). Mientras que, el indice de Pielou mos-
tr6 a RM como el sitio de menor uniformidad (Tabla
5), en concordancia con los otros indices de diversidad.

Ademas de la baja riqueza, se observo que el ma-
yor responsable de las floraciones es el género Micro-
cystis (38.40% de abundancia relativa). Esta cianobac-
teria posee mecanismos de adaptacion que le permiten
dominar en diversos ambientes y condiciones troficas,
tales como: regulacion de flotabilidad que le permite
moverse verticalmente por la columna de agua en busca
de las mejores condiciones; mecanismos celulares para
acceder y almacenar nitrogeno y fosforo intracelular;
produccion de microcistinas, que provocan la muerte de
otros microorganismos y asi evitan la competencia por
nutrientes, luz y espacio (Harke et al., 2016). De igual
forma, se reporto la presencia de Lyngbya (0.30% de
abundancia relativa), otro género productor de cianoto-
xinas, que junto a Microcystis son las responsables de
numerosos casos de intoxicacion en el mundo (Zacolar
& Forastier, 2005).

La otra cianobacteria dominante en el lago fue
Pseudanabaena (33.60% de abundancia relativa), de
este género se tiene menos informacion disponible.
Aunque no suele causar grandes floraciones, se ha
reportado como dominante en algunos lagos eutrofi-
cos de Latinoamérica (Olvera-Ramirez et al., 2010).
Pseudanabaena no posee heterocistos para fijacion
de nitrogeno, pero si presenta vesiculas de gas que le
permiten moverse por la columna de agua en busca de
luz y nutrientes (Damerval et al., 1991). Ademas, tiene
la capacidad de producir cianotoxinas, y otros meta-
bolitos altamente toxicos para la biota acuatica, que
puede llegar a modificar la diversidad y dinamica de la
cadena trofica (Olvera-Ramirez et al., 2010; Oudra et
al., 2002).

Ciencia, Tecnologia y Salud, 7(2) 2020, 170-188



Evelyn Rodas-Pernillo, Camila A. Vasquez-Moscoso

Tabla 4

Composicion taxonomica y abundancia relativa del fitoplancton colectado en el lago de Amatitlan, por sitios de mues-
treo. Se agruparon los datos de meses y profundidades

Abundancia relativa (%)

Familia Géneros BPO EC oC RM Total

Aphanizomenon 0.283 0.363 0.053 0.000 0.146
Aphanizomenonaceae

Dolichospermum 0.149 1.646 0.081 0.028 0.387
Aphanothecaceae Aphanothece 0.055 0.078 0.012 0.000 0.030
Aulacoseiraceae Aulacoseira 0.551 0.199 0.399 0.009 0.259
Bacillariaceae Nitzschia 0.203 0.030 0.101 0.049 0.091
Characiaceae Characium 0.007 0.000 0.002 0.000 0.002
Chlorangiellaceae Stylosphaeridium 0.003 0.016 0.010 0.000 0.006

Actinastrum 0.134 0.024 0.182 0.000 0.078
Chlorellaceae Dictyosphaerium 0.082 0.000 0.000 0.000 0.018

Micractinium 0.096 0.036 0.000 0.000 0.028
Closteraceae Closterium 0.006 0.011 0.000 0.009 0.006
Coelosphaeriaceae Snowella 0.000 0.017 0.002 0.000 0.004
Desmidiaceae Cosmarium 0.002 0.000 0.008 0.000 0.002
Dinobryaceae Chrysococcus 0.008 0.005 0.007 0.000 0.005
Elakatotrichaceae Elakatothrix 0.113 0.002 0.008 0.000 0.027
Hydrodictyaceae Tetraedron 0.023 0.028 0.051 0.002 0.024

Aphanocapsa 3.522 6.061 5.411 2.998 4312
Merismopediaceae

Merismopedia 14.575 12.257 11.793 6.690 10.747
Microcoleaceae Planktothrix 0.094 0.043 0.164 0.005 0.071
Microcystaceae Microcystis 31.816 10.992 31.382 69.089 38.405

Ciencia, Tecnologia y Salud, 7(2) 2020, 170-188

| 181



Biodiversidad de fitoplancton en el Lago de Amatitlan

Tabla 4 (Continuacion)

Abundancia relativa (%)

Familia Géneros BPO EC oC RM Total

Chodatella 0.000 0.001 0.000 0.000 0.000
Oocystaceae

Oocystis 0.004 0.001 0.012 0.000 0.004
Oscillatoriaceae Lyngbya 0.000 0.000 0.117 0.002 0.030
Pseudanabaenaceae Pseudanabaena 39.506 59.129 35.163 13.882 34.993
Pyrenomonadaceae Rhodomonas 0.082 0.092 0.073 0.027 0.063
Scenedesmaceae Scenedesmus 0.093 0.013 0.015 0.000 0.026

Kirchneriella 0.214 0.063 0.118 0.036 0.100
Selenastraceae

Monoraphidium 0.007 0.012 0.000 0.001 0.004
Spirulinaceae Spirulina 0.369 0.869 2.100 0.238 0.850
Stephanodiscaceae Cyclotella 0.056 0.029 0.022 0.019 0.030

Cyanodictyon 3.975 4.834 6.753 3.302 4.601
Synechococcaceae

Synechocystis 3.949 3.126 5.948 3.616 4.166
Trebouxiophyceae Crucigenia 0.007 0.024 0.017 0.000 0.010
Volvocaceae Pandorina 0.016 0.000 0.000 0.000 0.004

Total 100 100 100 100 100

Nota. Abreviaturas para puntos de muestreo: Lago de Amatitlan este centro (EC), Lago de Amatitlan oeste centro

(OC), bahia Playa de Oro (BPO) y rio Michatoya (RM).

Para evaluar el efecto de la calidad de agua sobre
la biodiversidad del fitoplancton se utiliz6 un anali-
sis de redundancia (RDA). Los tres unicos géneros de
diatomeas encontrados en el estudio fueron Nitzschia
(Nit), Aulacoseira (Aul) y Cyclotella (Cyc) y mostra-
ron cercania entre si en el grafico de ordenacion RDA,
asociados positivamente con el aumento de pH y ten-
soactivos (Figura 6). La diatomea mas abundante fue
Nitzschia, la cual es considerada como indicadora de
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una baja calidad de agua por su resistencia a la eutrofi-
zacion (Lobo et al., 2015). Las diatomeas son un grupo
muy diverso dentro de las microalgas, su presencia es
comun en ambientes conservados, por ello, encontrar
solo tres géneros, que son altamente tolerantes a cam-
bios ambientales como el aumento de concentracion de
nutrientes, es un indicador del impacto antropico que se
esta generando (Bicudo et al., 2016; Reynolds, 1984;
Vera-Parra et al., 2011).
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Tabla 5

Indices de diversidad y nimeros de Hill (1973), calculados con los datos de abundancia absoluta (células/ml) de los
géneros de fitoplancton encontrados en el lago de Amatitlan, durante 2017

N Riqueza Shannon Simpson Equitabilidad .
Sitios de muestreo de Hill Pielou
(NO) (NJ) (N2)
BPO 31 4.909 1.381 0.281 0.463
EC 29 4.096 1.626 0.397 0.419
oC 29 5.155 1.346 0.261 0.487
RM 18 3.010 1.969 0.654 0.381

Nota. Abreviaturas para puntos de muestreo: Lago de Amatitlan este centro (EC), Lago de Amatitlan oeste centro

(OC), bahia Playa de Oro (BPO) y rio Michatoya (RM).

Tabla 6
Pruebas de significancia estadistica de la composicion y
diversidad del fitoplancton del Lago de Amatitlan

indice Valor-P Prueba
Riqueza 8.85E-05 ANOVA
Riqueza sin RM 0.9819 ANOVA
Abundancia 0.2857 Kruskal-Wallis
Shannon-W 0.3251 ANOVA
Simpson 0.5674 ANOVA
Pielou 0.2585 ANOVA

Para el caso del analisis RDA de cianobacterias,
los géneros agrupados entre si (Pseudanabaena, Me-
rismopedia, Aphanocapsa 'y Synechocystis) tienen en
comun ser productores de cianotoxinas. Por otra parte,
Microcystis, muestra relacion directa con el aumento
de nutrientes como nitrogeno total, fosforo total y de-
manda quimica de oxigeno (Figura 6), confirmando su
adaptacion a condiciones eutroficas. De igual manera,
la profundidad se observa como una variable explica-
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tiva ya que en la parte superficial del lago se encuentra
la mayor concentracion de Microcystis, mientras que,
en zonas mas profundas se encuentran la mayor abun-
dancia de las demas cianobacterias. Probablemente, la
capacidad de migracion vertical de Microcystis, hacia la
superficie en busca de luz o hacia zonas mas profundas
para obtener nutrientes, le permite una ventaja adaptati-
va sobre las demads cianobacterias (Harke et al., 2016).

En conclusion, los aumentos de coliformes feca-
les, DQO, NT y PT, potencian las proliferaciones de
cianobacterias en el lago de Amatitlan, al igual que lo
reportado por Paerl y Huisman (2009) en otros siste-
mas. Los altos niveles de eutrofizacion y el consecuen-
te aumento de cianobacterias toxicas estan generando
problematicas ambientales en este lago, al igual que
en ecosistemas acuaticos de todo el mundo (Harke et
al., 2012), por lo que es necesario conocer las causas
y consecuencias del problema y establecer posibles
soluciones. Como indicadores biologicos de la conta-
minacion del lago de Amatitlan se encontraron la do-
minancia de Microcystis, la baja diversidad de diato-
meas, la presencia de fitoplancton adaptado a procesos
de eutrofizacion, como Nitzschia y Scenedesmus, 'y la
alta concentracion de coliformes fecales.

En este estudio encontramos la presencia de
Scenedesmus. Algunas especies de este género poseen
capacidad de remover nitratos, fosfatos, materia
organica (Chacon et al., 2004; Parra & Villanueva,
2012) y metales pesados (Monteiro et al., 2009), se
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Figura 5. Abundancia relativa de los géneros de fitoplancton a diferentes profundidades, por sitio de muestreo.
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Figura 6. Analisis de redundancia (RDA) de los géneros de microalgas con respecto a las variables ambientales repor-
tadas en el lago de Amatitlan durante el 2017. Abreviaturas de parametros: As: arsénico; Clor: clorofila a; ColFec: coli-
formes fecales; Cond: conductividad; DQO: demanda quimica de oxigeno; IETP: indice de estado trofico; NT: nitroge-
no total; O,: oxigeno disuelto; OrtP: ortofosfatos; PT: fosforo total; Sil: Silicatos; SST: Solidos totales suspendidos; T:
temperatura; TDS: solidos totales disueltos; TenA: tensoactivos. Abreviaturas de géneros de fitoplancton: Actinastrum:
Act; Cyanodictyon: Cya; Nitzschia: Nit; Aphanizomenon: Aphi; Cyclotella: Cyc; Oocystis: Ocy; Aphanocapsa: Apha;
Dictyosphaerium: Dict; Pandorina: Pan; Aphanothece: thece; Dolichospermum: Dol; Planktothrix: Pla; Aulacoseira:
Aul; Elakatothrix: Elak; Pseudanabaena: Pse; Characium: Cha; Golenkinia: Gol; Rhodomonas: Rho; Chodatella: Cho;
Kirchneriella: Kir; Scenedesmus: Sce; Chrysococcus: Chry; Lyngbya: Lyn; Snowella: Snow; Closterium: Clo; Mer-
ismopedia: Mer; Spirulina: Spi; Coccoid cell: Cocc; Micractinium: Micr; Stylosphaeridium: Sty; Cosmarium: Cos;
Microcystis: Micy; Synechocystis: Syn; Crucigenia: Cru; Monoraphidium: Mon; Tetraedron: Tet.
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recomienda continuar con la busqueda de otras especies
con potencial para biorremediacion en el lago de
Amatitlan, y realizar ensayos que comprueben dicha
capacidad. Igualmente, se debe tener mas control sobre
las aguas residuales que llegan al lago y asi mitigar la
eutrofizacion que se esta presentando actualmente.
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Resumen

a escasez de recursos alimenticios en época seca afecta negativamente la produccion lechera del hato bovino. El

fruto de morro (Crescentia alata Kunth) es una opcioén en la zona oriental de Guatemala para la suplementacion
de vacas en lactacion. Se evalto el efecto del morro fresco mas urea sobre el consumo total de materia seca (MS)
del suplemento y la produccion de leche total vaca/dia, aplicandose el disefio cuadrado latino en sobre cambio con
cuatro tratamientos y tres repeticiones, utilizandose 12 vacas encastadas de doble proposito, en el cuarto parto y
el segundo mes de lactacion con promedio de 8 kg leche/dia. Los tratamientos fueron: TI = napier morado picado
(3.12 kg MS), alimento balanceado comercial (1.21 kg MS) y melaza; TII = TI mas morro (1.0 kg MS), TIII =
TI mas urea (0.1 kg) y TIV = TI méas morro (2.0 kg MS) mas urea (0.1 kg). Después de 60 dias, se observo un
efecto sustitutivo parcial y un efecto descendiente sobre el consumo de MS de napier morado, respectivamente.
Asi mismo, se observo un incremento en el consumo total de MS del suplemento cuando se aumentaron los nive-
les de morro, no asi al adicionar urea en la misma. La produccion de leche aumento significativamente cuando
se incrementaron los niveles de morro. Sin embargo, a un mismo nivel de morro, la inclusion de urea caus6 una
reduccion baja (3%) pero significativa (p <.001) sobre el consumo de MS total del suplemento.

Palabras claves: Alimentacion, urea, vacas, produccion, leche

Abstract

he shortage of food resources in the dry season negatively affects the milk production of the herd. The fruit

of morro (Crescentia alata Kunth) is an option in the eastern region of Guatemala for the supplementation
of cows in lactation. The effect of the use of fresh morro plus urea on the total Dry Matter consumption (DM)
of the supplement and the production of total milk of cows/day. A Latin Square statistical design was used with
four treatments and three replications, using 12 crossbreed cows in the fourth childbirth and the second month of
lactation with an average production of 8 kg milk/day. The treatments were: TI = minced purple napier (3.12 kg
DM), commercial balanced feed (1.21 kg DM) and molasses; TII = TI plus nose (1 kg DM), TIII = TII plus urea
(0.1 kg) and TIV = TI plus morro (2 kg MS) plus urea (0.1 kg). After 60 days, a partial replacement effect and
a decreasing effect on the consumption of purple napier DM were observed, respectively. Likewise, an increase
in the total consumption of DM of the supplement was observed when the morro levels were increased, but not
when urea was added to it. Milk production increased significantly when morro levels increased. However, at the
same morro level, the inclusion of urea caused a low (3%) but significant (p < .001) reduction on the total DM
consumption of the supplement.

Keywords: Feeding, urea, cows, production, milk
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Introduccion

La prolongada época seca que generalmente osci-
la entre los seis y los siete meses es la principal limitan-
te que atraviesan los ganaderos de la region oriental de
Guatemala para la produccion de leche (Ministerio de
Agricultura, Ganaderia y Alimentacion, 2012; Sepulve-
da & Muhammad, 2009). En este periodo, la disponibi-
lidad de forraje es escasa y de mala calidad, disminu-
yendo considerablemente en comparacion con la época
[luviosa (Preston & Leng, 1990). Esto ocasiona a los
ganaderos pérdidas econdmicas, ya que deben mantener
sus hatos utilizando mayor cantidad de alimentos ba-
lanceados comerciales, los cuales tienen un alto precio,
reduciendo con ello las utilidades (Gutiérrez & Héubi,
2010). La busqueda de alternativas alimenticias que
mejoren la situacion actual de la ganaderia lechera en
la region es necesaria para mejorar la productividad de
la mismas (Pallarez, 2016).

unthPor otra parte, los productores de la region
no han adoptado nuevas tecnologias que contribuyan
a mejorar la problematica en cuanto a alimentacion en
época seca (Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia
[CONACyT], 2015), tales como el uso de ensilaje y la
henificacion de diferentes forrajes, que permitan mejorar
la disponibilidad y calidad nutricional de alimento (Se-
pulveda & Muhammad, 2009). Estas tecnologias pueden
utilizarse durante la época lluviosa donde la abundancia
de forrajes lo permite, garantizando con ello la concen-
tracion de los nutrientes y la oferta de estos para la dieta
base de las vacas en la época antes mencionada (Pirela
etal., 2010). Ademas, algunas formas de suplementacion
como el uso de urea no son practicadas, principalmente,
por el desconocimiento de la forma de utilizarlas sin que
causen dafios a los animales (Lopez, 1995).

La conservacion de forrajes o la utilizacion de
otras alternativas alimenticias para la época de escasez
a través del uso de las diferentes tecnologias, permitiria
mejorar el balance energético proteico en la dieta de
las vacas en produccion de leche de la zona. Asi mis-
mo, Zamora y colaboradores (2001) indican que existe
disponibilidad de varios recursos alimenticios que se
utilizan como suplemento para vacas en produccion,
entre los cuales tenemos el fruto de morro (Crescentia
alata Kunth) que es utilizado actualmente en la época
seca. Los arboles del género Crescentia de la familia
Bignonidcea, son abundantes en el bosque seco tropi-
cal. También recibe otros nombres comunes en toda
América como: jicaro, jicara o morro entre ellos; se
caracterizan por presentar una forma irregular, copa
ligera y muchos intersticios entre las ramas y siguen

190 |

un patrén dicotomico en su tronco (Jarquin, 2012; Ji-
ménez, 2008). Figueroa y Bressani (2000) indican que
la composicion quimica del fruto de morro en cuanto a
proteina cruda de la pulpa mas semilla es de 18.6%, en
la pulpa de 12.9% y en la semilla de 26.4%. En tanto
que, la semilla muestra el mayor contenido de extracto
etéreo (39.9%) y la pulpa es la fraccion que contiene
mayor cantidad de cenizas (8.1% en base seca). Asi
mismo, Rojas-Rodriguez (2014) evaluaron la compo-
sicion nutricional del ensilado de frutos (pulpa mas se-
milla) del C. alata, determinando que el contenido de
proteina cruda fue del 15.5%, extracto etéreo el 13.8%,
la fibra detergente neutro de 53% y la fibra detergente
acido de 40.5% con un pH de 4.1. El uso del fruto
de morro como alimento para ganado se puede dar en
forma de harina de pulpa, harina de pulpa mas semilla
seca (Jochims, 2008) y en fresco (Olivares-Pérez et
al.,2018) y como ensilado de frutos (Rojas-Rodriguez,
2006). La utilizacion de la pulpa y semilla del morro en
fresco constituye una opcion alimenticia para superar la
limitante energética proteica en la dieta de los rumiantes
durante la época seca y a bajo costo (Salinas, 2013).

El costo del fruto de morro es relativamente bajo,
dado que los arboles crecen en los potreros en forma
silvestre sin que se invierta dinero para su cosecha.
Sin embargo, es necesario conocer la mejor forma de
utilizarlo para optimizar el uso de este recurso dentro
de las ganaderias (Solares, 2004).

Por lo anteriormente expuesto, se evalu¢ la facti-
bilidad bioldgica de utilizar el fruto maduro de morro,
solo y con urea como suplemento para vacas doble
propdsito en lactacion en la época seca, en términos
de consumo de suplemento (kg MS vaca/dia) y pro-
duccion de leche total (kg vaca/dia), en el municipio
y departamento de Chiquimula, por un periodo de dos
meses (marzo y abril).

Materiales y métodos

El estudio se realizd en la finca Ticantd, ubicada
en la aldea Petapilla del municipio de Chiquimula, Gua-
temala. Se utilizaron 12 vacas encastadas de Holstein
— Brown Swiss con razas cebuinas, propias del sistema
de explotacion de doble proposito del area oriental de
Guatemala, en el cuarto parto y el segundo mes de lac-
tacion y con promedio de 8 kg vaca/dia de leche. Los
tratamientos evaluados fueron las suplementaciones
ofrecidas a razén de TI = napier morado (Pennisetum
purpureum Schumach) picado (3.12 kg MS), alimento
balanceado comercial (1.21 kg MS) y melaza; TII =
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TI mas morro (1.0 kg MS), TIII = TII mas urea (0.1
kg) y TIV = TI mas morro (2.0 kg MS) mas urea (0.1
kg). El fruto de morro se corté de forma manual para
su maduracion y se coloco en lugar fresco, seco y som-
breado. Previo al inicio de la investigacion, las vacas se
adaptaron al consumo de nitrégeno no proteico (urea
46%) por un periodo de 21 dias, suministrandoseles por
periodos de siete dias las cantidades de 0.028, 0.057 y
0.100 kg vaca/dia, respectivamente.

El manejo de las vacas se dio en tres momentos
durante el dia, en el ordefio por la mafana, ofreciéndo-
se 0.40 kg en MS de alimento balanceado comercial;
posteriormente, trasladadas a pastoreo durante la mafia-
na, por un periodo de ocho horas en potreros con poca
disponibilidad de forraje y de mala calidad, finalmente
son trasladadas al establo para la suplementacion con
los tratamientos evaluados. Los terneros permanecie-
ron con las vacas por un periodo de 4 h al dia, inme-
diatamente después del ordefio. La suplementacion se
ofreci6 por la tarde. Las vacas fueron sujetadas en su
respectivo comedero. Al momento de la suplementa-
cion, se completd la racion de alimento balanceado
comercial para todos los tratamientos a razén de 0.81
kg de MS vaca/dia, de la misma forma, se ofrecen los
3.12 kg de MS de napier morado picado y se agrega
los 0.50 kg vaca/dia de melaza. Esta suplementacion
se consider6é como el tratamiento I y la base de los
tratamientos II, III y IV, respectivamente. Los ultimos
completados con las cantidades de morro fresco (pulpa
mas semilla) y urea, descritas anteriormente.

La investigacion tuvo una duracion de 60 dias,
divididos en cuatro periodos de 15 dias cada uno, dis-
tribuidos en nueve dias para la adaptacion al cambio
de dieta y seis dias para la toma de datos. El disefio
experimental utilizado fue un cuadrado latino de so-
brecambio replicado tres veces. La unidad experimental
la constituyd una vaca, la cual fue expuesta a todos
los tratamientos siguiendo una secuencia determinada
aleatoriamente. Los periodos de tiempo constituyeron
las hileras de los cuadrados y las vacas las columnas.
El modelo estadistico utilizado fue: Y, =nt+C+P
+A(C), +Dte, Los resultados obtenidos para cada
una de las variables evaluadas fueron sometidos a un
Analisis de Varianza (Andeva), ademas, se realizaron
contrastes ortogonales para establecer el efecto de la
inclusion del fruto de morro fresco (1 kg MS), asi como,
uno que permitio determinar el efecto de la inclusion
de nitrégeno no proteico (urea 46%) con el morro fres-
co, y por ultimo, un contraste que permitio establecer
el efecto de duplicar el nivel de inclusion de morro
fresco con el mismo nivel de nitrégeno no proteico,
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sobre la variable consumo de MS total del suplemen-
to, respectivamente. Asi mismo, se realizaron analisis
de regresion lineal para establecer la relacion sobre el
efecto de la suplementacion con fruto de morro fresco
sobre el consumo de MS total del suplemento y sobre la
produccion de leche por vaca por dia, respectivamente.

Resultados

La suplementacion con morro generd efecto sobre
el consumo de materia seca del suplemento completo
en 1.119,1.34° 1.30°y 1.57* (kg/100 kg de PV) y sobre
la produccién de leche por vaca en 7.78¢, 8.30°, 8.55%®
y 8.80* (kg/dia), respectivamente (Tabla 1) a un nivel
de significancia de p <.001. Ademas, se mostraron di-
ferencias significativas para el consumo de materia
seca de napier morado picado entre tratamientos (p <
.001). Estableciéndose una disminucion significativa
(p <.001) en el consumo de MS de napier morado
cuando se ofreciéo morro fresco en la suplementacion
de las vacas. No obstante, cuando se adiciono urea a la
dieta, se produjo un efecto en detrimento del consumo
de MS del forraje ofrecido. Esto se observo al compa-
rar el tratamiento donde se adiciond 1.0 kg de morro
en comparacion con el que incluyé 1.0 kg de morro
mas 0.1 kg de urea (p = .005). En tanto que, cuando se
compararon los tratamientos que incluyeron el mismo
nivel de morro en comparacion con el tratamiento con
2.0 kg no existieron diferencias significativas (p = .618)
en el consumo de MS de napier morado. La cantidad de
concentrado ofrecido fue igual en todos los tratamien-
tos, (1.21 kg de MS/vaca/dia). El consumo fue total en
todos los tratamientos durante los periodos evaluados.
El consumo de MS total del suplemento mostré dife-
rencias significativas entre tratamientos (p <.001). El
incremento en los niveles de morro en la dieta produjo
un aumento lineal (y =1.1075+ 0.225 x; R?=0.99; p <
.001) del consumo total de MS del suplemento (Figura
1). Los contrastes 1 y 3 (TI vs. TII y TII, TIII vs TIV,
respectivamente) para la variable consumo de MS total,
resultaron significativos (p <.001), manifestandose de
igual manera en la regresion para dicha variable.

La produccion de leche mostrd diferencias sig-
nificativas (p <.001); observandose un aumento lineal
(y =7.847 + 0.51 x; R =0.91; p < .005) cuando los
niveles de morro se incrementaron en la suplementacion
de las vacas (Figura 2). Los promedios de produccion
con relacion al testigo (sin morro), se acrecentaron en
6.35y 11.65% para los tratamientos con 1.0 y 2.0 kg
MS de morro, respectivamente (Tabla 1).
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Tabla 1

Peso vivo, consumo promedio de MS del suplemento y produccion de leche por vaca de doble proposito en la época
seca, Chiquimula, Guatemala

Variable Tratamientos
A B C D

Peso vivo promedio (kg/vaca) 364.61 364.61 364.61 364.61
Consumo de MS (kg/100 kg de PV)

Napier morado 0.78 0.74° 0.69° 0.70°

Concentrado 0.33 0.33 0.33 0.33

Morro mas urea 0.00 0.27 0.28 0.54

Suplemento completo 1.114 1.34° 1.30¢ 1.57¢
Produccion de leche (kg/vaca/dia) 7.78° 8.30° 8.55% 8.80°

Nota. Letras diferentes entre filas denotan diferencias significativas (p < .005).

Tabla 2

Valor nutricional promedio de napier morado, morro fresco y concentrado, como suplemento alimenticio de vacas en
lactacion de doble propdsito durante la época seca, Chiquimula, Guatemala

Valores Bromatologicos

Alimento Trat. EM
MS (%) PC (%) FAD (%) TND (%)° (Mcal/kg)
Napier ofrecido * A,B,C.D 19.59 6.50 42.83 46.75 1.70
Napier rechazado * A 20.33 6.38 42.88 46.25 1.67
Napier rechazado® B 21.64 6.21 42.85 46.00 1.67
Napier rechazado*® C 20.44 7.24 40.19 47.62 1.72
Napier rechazado * D 22.40 6.78 42.50 46.62 1.69
Morro fresco * B,C,D 27.26 15.00 12.05 62.00 2.24
Concentrado® A,B,C.D 89.00 18.00 2.70

a = Analisis bromatologicos realizados en Brigham Young University, Utah, EUA (2000).

b = Analisis proximal elaborado por la casa comercial fabricante de este producto.

¢=TND =50.0 [1.08 + 0.015 (PC) - 0.0059 (FAD) Brigham Young University (1992).

d=EM (Mcal/kg) = ED * 0.82, donde la ED se calcul6 matematicamente usando la ecuacion ED = TND *
4.41/100 (National Research Council, 1996).
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Figura 1: Efecto de la suplementacion con morro sobre el consumo de MS total del suplemento.
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Figura 2: Efecto de la suplementacion de morro sobre la produccion de leche en vacas.
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Discusion

El efecto de la sustitucion parcial de la dieta con
morro, sobre el consumo de MS de napier morado ob-
servado en este estudio, coincide con lo reportado por
Wattiaux (1995), quien expresa que al ofrecer suple-
mentos de mayor palatabilidad que el forraje, se ob-
serva una reduccion en la ingestion de estos ultimos.
Asi mismo, Gracia (1983) indica que al incluir suple-
mentos energéticos en las dietas del ganado se obser-
va un efecto sustitutivo sobre el consumo de forraje.
Ademas, el efecto sobre el consumo de MS obtenido
en la presente investigacion coincide con lo expresado
por Wattiaux (1995) quien indica que al incrementar
la cantidad de alimentos concentrados en la dieta se
observa un aumento en la ingestion total de MS ya que
el suplemento es mas denso y la restriccion fisica de la
ingestion es menor.

Se establece que el incremento en la cantidad de
morro consumido provocd un efecto sustitutivo en el
consumo de Napier y un efecto aditivo en el consumo
de suplemento total. Este efecto puede asociarse a la
baja palatabilidad de la urea, tal como lo reporta Lopez
(1995) quien obtuvo una baja ostensible en el consumo
de banano verde por efecto de la adicion de urea, en
un experimento con novillos de engorde en pastoreo.

De acuerdo con Wattiaux (1995), el aumento en la
produccion de leche resulta debido a la mayor densidad
de energia en el suplemento con lo cual se proporciona
mas energia a la vaca. Con base a lo anterior se podria
esperar que el efecto del morro sobre la produccion de
leche hubiese sido mas notorio de no haberse incluido el
suplemento concentrado en los tratamientos evaluados.
Ademas, el incremento en la produccion de leche esta
muy relacionado con los consumos de MS que se ob-
servaron en los tratamientos evaluados. En este sentido
Bondi (1988) menciona que las vacas de alta produc-
cion responden produciendo mas leche por cada unidad
de alimento adicional. Lo anterior puede estar asociado
al incremento de energia digestible, consumida a partir
del suplemento, a medida que se incrementaba el nivel
de morro. La utilizacion de urea a un mismo nivel de
morro no causdé un aumento significativo (p = .240)
sobre la produccién de leche.

Se concluyo que el fruto de morro fresco, consti-
tuye uno de los recursos alimenticios de mayor dispo-
nibilidad para suplementar vacas en lactacion durante la
¢época seca en la region oriente de Guatemala. Ademas,
posee valores nutricionales aceptables (15% proteina
cruda y 2.24 energia metabolizable) y tiene muy buena
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palatabilidad. Asi mismo, la utilizacion de morro fresco
como complemento en la suplementacion de vacas en
lactacion de doble proposito mejor6 el consumo total
de MS y aument6 la produccion de leche.

Se recomienda evaluar la respuesta biologica y
financiera de la utilizacion del morro recién cosechado
en harina en vacas en produccion, bajo las condiciones
del presente estudio y con exclusion del suplemento
concentrado.
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Resumen

almonellosis is a relevant public health threat worldwide. Reptiles are commonly involved in human cases.

A microbiological survey was conducted from August to October 2018 to isolate Salmonella bacteria and de-
termine if they were resistant to regularly used antibiotics in eight species of pet turtles (Kinosternon acutum sp.,
K. leucostomum, K. scorpioides, Rhinoclemmys areolata sp., R. pulcherrima, Staurotypus salvinii sp., Trachemys
scripta and T. venusta) in Guatemala city, San Lucas Sacatepéquez and Antigua Guatemala. Cloacal swabs were
taken from 63 turtles and cultivated in the Microbiology Laboratory at the Veterinary Medicine and Animal Hus-
bandry Faculty, University of San Carlos of Guatemala, in Guatemala City. Three samples were positive to the
presence of Salmonella sp. One of these isolates (from Trachemys scripta) was resistant to gentamicin, penicillin
and amikacin, other isolate (from 7. scripta) was partially resistant to amoxicilin + clavulanic acid and penicillin,
and other (from 7. venusta) to penicillin. These findings highlight the need for better biosecurity practices and show
the capacity of bacteria to develop survival strategies that involve resistance to harmful substances like antibiotics.

Palabras claves: Salmonellosis, public health, epidemiology, zoonoses, multiresistant Gram negative bacteria

Abstract

a salmonelosis es una importante enfermedad zoonotica considerada una amenaza a la salud ptblica a nivel

mundial. Los reptiles estan cominmente involucrados en la transmisién animal-humano. Con el objetivo de
determinar la presencia de Salmonella y determinar su resistencia a antibioticos de uso comun, se realiz6 un estudio
exploratorio en ocho especies de tortugas (Kinosternon acutum sp., K. leucostomum, K. scorpioides, Rhinoclem-
mys areolata sp., R. pulcherrima, Staurotypus salvinii sp., Trachemys scripta y T. venusta) en Guatemala y en
San Lucas Sacatepéquez. Se tomaron hisopados cloacales de 63 especimenes y se cultivaron en el Laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad de San Carlos de Guatemala.
Tres muestras fueron positivas a la presencia de Sa/monella sp. Uno de los aislados (de Trachemys scripta) fue
resistente a gentamicina, penicilina y amikacina, otro aislado (de T scripta) fue parcialmente resistente a amoxi-
cilina + &cido clavulanico y a penicilina y un tercer aislado (de 7' venusta) a penicilina. Estos hallazgos resaltan la
necesidad de mejores practicas de bioseguridad y muestran la capacidad de las bacterias para desarrollar estrategias
de sobrevivencia que involucran la resistencia a sustancias que les son nocivas, como los antibioticos.

Keywords: SSalmonelosis, salud publica, epidemiologia, zoonosis, bacterias Gram negativas multirresistentes
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Introduction

Nontyphoidal Salmonella is an important public
health threat, causing an estimated of 93.8 million cases
of gastroenteritis globally, including 155,000 deaths
(Majowicz et al., 2010). Over 2,500 Salmonella sero-
types have been identified and more than half of them
belong to Salmonella enterica subspecies enterica
which causes most Salmonella infections in humans
(Eng et al., 2015). Not only is salmonellosis one of
the diseases affecting socio-economic development
worldwide (World Health Organization, 2015), but is
also a major contemporary concern due to its dynamic
epidemic behavior (Ao et al., 2015; Besser, 2018) and
to the growing ability of the causing bacteria serotypes
to develop multiple resistance to antibiotics (Blairet et
al., 2015; Ventola, 2015; Wong et al., 2015).

Many animal species, both domestic and wild,
are reservoirs of Salmonella and harbor these bacteria
in their gastrointestinal tracts with no apparent signs of
illness (MacDonald et al., 2019; Oludairo et al., 2013;
Sanchez et al., 2002). Salmonellosis outbreaks are often
associated with exotic pet ownership (Woodward et al.,
1997). Turtles, specially inland species, were common
sources of Salmonella in many of these outbreaks in
United States (Bosch et al., 2016; Centers for Disea-
se Control and Prevention [CDC], 2007; Harris et al.,
2009; Harris et al., 2010; Warwick et al., 2001), Spain
(Hernandez et al., 2012; Hidalgo-Vila et al., 2007) and
Japan (Nagano et al., 2006). By 1971, 280,000 turt-
le-associated cases were estimated to occur only in the
United States (Lamm et al., 1972) and although some
public health measures have been taken since then, turt-
les are still common sources of Sa/monella infections
(Bosch et al., 2016; Cummings et al., 2012; Hale et al.,
2012). This, because turtles are the second most popular
pets after birds (Bush et al., 2014) and sometimes live in
frequent physical contact with their owners (Siegmund
& Biermann, 1988).

Although salmonellosis is an important zoonosis
in Latin America (Gil & Samartino, 2001), very few
studies have addressed the role of domestic turtles in
the cases or outbreaks in this region (Braun et al., 2015;
Sacristan-Rodriguez et al., 2014; Tauxe et al., 1985).
Considering the role of pet turtles in the epidemiology
of salmonellosis in other parts of the world (Hoelzer et
al., 2011; Sodgari et al., 2020), the objectives in this ex-
ploratory survey were to look for Sa/monella organisms
in turtle cloacal swab samples and to test the isolates
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for antibiotic resistance. The findings provide the first
report on the circulation of Salmonella, including an-
tibiotic-resistant isolates, in pet turtles in Guatemala.

Materials and methods

Study site

Samples were taken from households in Guate-
mala City and San Lucas Sacatepéquez, and from a
rescue center in Antigua Guatemala. Turtle owners were
contacted through a call placed in social networks and
in the Veterinary Faculty of University of San Carlos
of Guatemala website. A maximum of three specimens
were collected from each sampling site except in the
rescue center where nine samples were taken from turt-
les that had recently been brought from a domestic envi-
ronment. Figure 1 shows the sampling sites distribution.

Sample collection

In a period of three months (August to October
2018) 63 cloacal swabs were taken from turtles of ei-
ght species (1 Kinosternon acutum, 3 K. leucostomum,
4 K. scorpioides, 14 Rinoclemmys pulcherrima, 3 R.
areolata, 3 Staurotypus salvinii, 22 Trachemys scripta
and 13 Trachemys venusta). The sampled turtles were
kept either in backyards or in aquaria and all were be-
ing fed commercial food for turtles and, occasionally,
vegetables.

Samples were collected from the cloaca, using
a sterile peptone water-soaked swab, and transported
in test tubes with peptone water to the Microbiology
Laboratory of the Veterinary Faculty of University of
San Carlos of Guatemala. Samples were received for
processing when they had less than 4 hours of being
taken.

Laboratory procedures for Salmonella isolation

Salmonella isolation was performed according
to the ISO 6579 International Standard for Salmonella
spp. detection (International Organization for Standar-
dization, 2002). The samples were processed in dupli-
cate to improve the chances of Salmonella isolation.
Since this was an exploratory investigation, Sa/monella
serovars were not identified.
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Figure 1. Turtle sampling sites in Guatemala City, San Lucas Sacatepéquez and Antigua Guatemala.

Antibiotic resistance test

The Salmonella isolates were tested for resistance
against amoxiciline + clavulanic acid, cefotetan, oxyte-
tracycline, gentamicine, penicillin, amikacin, nalidixic
acid, doxycycline, and ceftriaxone, following the disk
sensitivity test procedures presented by Sacsaquispe
and Velasquez (2002).

Results

Salmonella bacteria was isolated from three of
the 63 cloacal swabs. Even though the samples were
taken from eight turtle species reported for Guatemala
(Acevedo et al., 2010) the three isolates came only from
turtles of the genus Trachemys (Table 1). Although not
an objective of this study, Escherichia coli, Proteus
sp., and Enterobacter sp. were common findings in all
cloacal swabs.
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The Salmonella isolates were resistant or partially
resistant to at least one antibiotic. The first isolate (from
Trachemys scripta) was resistant to amikacin, gentami-
cin and penicillin. The second isolate (from 7. venusta)
was partially resistant to amoxicillin/clavulanic acid
and penicillin. The third isolate (from 7. scripta) was
partially resistant to penicillin.

Discussion

The prevalence of Salmonella isolates in our sam-
ple was rather low (4.7%). This level of detection is
consistent with other investigations in turtle populations
where the prevalence was close to zero (Brenner et al.,
2002; Mitchell & McAvoy, 1990; Richards et al., 2004;
Saelinger et al., , 2006; Way & Allender, 2011). Howe-
ver, other studies have detected prevalences ranging
from 8 to 18.75% (Charles-Smith et al., 2009; Readel
et al., 2010; Sharma et al., 2020; Tomastikova et al., ;
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Tabla 1

Distribution of Salmonella isolates in the sampled turtle specimens

Species n Number of isolates

Kinosternon acutum 1 0
Kinosternon leucostomum 3 0
Kinosternon scorpioides 4 0
Rhinoclemmys areolata 3 0
Rhinoclemmys pulcherrima 14 0
Staurotypus salvinii 3 0
Trachemys scripta 22 2
Trachemys venusta 13 1

Total 63 3

Zhang et al., 2016). It is known that Sa/monella shed-
ding could be intermittent (Kaufmann et al., 1967) and
stress-related in reptiles (Burnham et al., 1998; Chiodini
& Sundberg, 1981; DuPonte et al., 1978), so, this appa-
rent prevalence should be taken with caution. Cloacal
swab sampling could as well not be the best technique
for Salmonella detection in comparison to better —but
more invasive— methods like mucosa scrapings. On the
other hand, Salmonella has been a common finding in
imported turtles from captive breeding facilities, mostly
from the USA (D’ Aoust et al., 1990; Lukac et al., 2015;
Shane et al., 1990).

It should be noted that Trachemys turtles were
the only source of the Salmonella isolates in this study.
Trachemys scripta is a common pet turtle worldwide. In
Guatemala, it is sold at a very affordable price (around
2.5 US $ each) in most pet stores around the country.
Over 36,000 T scripta turtles were imported to Gua-
temala in 2018 to supply the pet market (R. De Ledn,
personal communication, April 20, 2019). This turtle
species has been considered one of the most common
sources of Salmonella to humans (Hidalgo-Vila et al.,
2008; Lamm et al., 1972; Nagano et al., 2006; Pasmans
et al., 2002; Readel et al., 2010; Shen et al., 2011) and
also an alien invasive species (Kuzmanova et al., 2018;
Ma & Shi, 2017; Zhang et al., 2020).

Based on the premises that some of the sampled
turtles in the present investigation were shedding Sal-
monella bacteria with some degree of antibiotic resis-
tance and that thousands of turtles are being imported
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annually to Guatemala for the pet market, we can as-
sume that there is some risk of acquiring salmonellosis
from the contact with these animals or their environ-
ment.It has been stressed out that the risk of turtles as
a source of human salmonellosis, especially for young
children, should not be underestimated (Sodagari et
al., 2020). Furthermore, not only could Salmonella
cause highly pathogenic cases in humans (Nagano et
al., 2006), but also hard to treat cases due to antibiotic
resistance (Eng et al., 2015; Liang et al., 2015).
Resistance to commonly use antibiotics —such as
erythromycin, sulfisoxazole, gentamycin, amoxycillin
and ampicillin— by Salmonella isolates have been pre-
viously reported for various species of reptiles (Ebani
et al., 2005). Salmonella strains from turtles imported
from the USA have shown to be resistant to gentami-
cin and other antibiotics commonly used for treating
turtles after the 1974 small turtle trade ban (Shane et
al., 1990). Antibiotic use as supplement in livestock
and other captive bred animals like turtles has been
identified as one of the main causes of the antibiotic
resistance crisis (Angulo et al., 2014; Eng et al., 2015;
Ventola, 2015). As the household size become smaller
in modern societies, people look for more suitable pets
like turtles to fit small apartments. Children could then
be the more exposed age group to become infected with
Salmonella from turtles because they use to play with
their pets (Kaibu et al., 2006; Pees et al., 2013; Siegmund
& Biermann, 1988) and because turtles are one of the
most commercialized pets worldwide (Bush et al., 2014).
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Our preliminary data suggests that only 7ra-
chemys turtles harbor Salmonella bacteria amongst in-
land turtle species in Guatemala. Interesting also, is the
fact that we found the bacteria in imported (7. scripta)
and native (7. venusta) specimens of this genus of turtle.
This could be the result of inter-species transmission
between imported 7. scripta and native 7. venusta hou-
sed together or coexisting in free ranging conditions.
Salmonella was already found in wild populations of
naturalized 7. scripta in China (Gong et al., 2013). Sal-
monella shedding and transmission to naturalized turtles
could even threaten native turtle populations. More re-
search needs to be done to understand the ecology of Sal-
monella bacteria across the inland and marine species of
turtles in Guatemala in domestic or wild environments.

The results of this investigation reinforce the idea
that captive raising of farm or wild animals could pro-
vide the necessary conditions for the establishment and
dissemination of Sa/monella. Furthermore, the practice
of administering preventive or therapeutic antibiotics
to captive populations favors the evolution of multi-re-
sistant bacteria strains which represent a contemporary
public health issue (Kariuki et al, 2015; Medalla et al.,
2017; Ventola, 2015).
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Resumen

La punta morada es una enfermedad que afecta la produccion de algunas especies de solanaceas como la papay
el tomate, causando enrollamiento en las puntas de las hojas con una marcada coloraciéon morada, decaimiento
temprano de la planta y en la papa se observa tuberizacion aérea. Como patdgenos asociados a la enfermedad se
consideran al fitoplasma BLTVA y la bacteria Candidatus Liberibacter solanacearum. Dada la similitud en la sin-
tomatologia foliar que generan ambos patégenos, es dificil precisar cual de ellos esta implicado en la enfermedad.
En Guatemala, existen reportes de la sintomatologia tipica de punta morada en las principales zonas productoras de
papay tomate, desconociéndose el agente asociado. La investigacion determiné cual de los dos patégenos reportados
estd asociados a la enfermedad en 12 municipios productores de papa y/o tomate en el pais. Se realizaron ampli-
ficaciones de ADN con cebadores especificos para cada patdgeno asociado a la enfermedad. Por la alta incidencia
del fitoplasma BLTVA en las muestras de papa (73.9%), en comparacion a C. Liberibacter solanacearum (26%),
este es considerado como el patdgeno asociado mas importante en papa. En las muestras de tomate, la incidencia
del fitoplasma BLTVA (29.8%) y C. Liberibacter solanacearum del (27.6%) fue similar. Ademas, sobresale el
primer reporte de la deteccion del fitoplasma BLTVA afectando el cultivo de tomate en Guatemala. Se sugiere un
monitoreo constante, mediante métodos moleculares, para un diagnostico certero y establecer medidas de manejo
de la enfermedad para evitar su diseminacion hacia zonas atin no afectadas.

Palabras claves: Punta morada, papa rayada, fitoplasma BLTVA, Candidatus Liberibacter solanacearum

Abstract

he potato purple top is a disease that affects the production of some solanaceous species such as potatoes and

tomatoes, causing curl at the tips of the leaves with a marked purple coloration, early decay of the plant, and
aerial tuberization is observed in the potato. BLTVA phytoplasma and Candidatus Liberibacter solanacearum are
considered as pathogens associated with the disease. Given the similarity in foliar symptoms generated by both
pathogens, it is difficult to determine which one is involved in the disease. There are reports of the typical potato
purple top symptoms in the main potato and tomato producing areas in Guatemala, being unknown the associated
agent. The research determined which of the two reported pathogens is associated with the disease in 12 potatoes
and/or tomato producing areas in the country. We performed DNA amplification with specific primers for each
disease-associated pathogen. Due to the high incidence of BLTVA phytoplasma in potato samples (73.9%), com-
pared to C. liberibacter solanacearum (26%), this is considered the most important associated pathogen in potatoes.
In tomato samples, the incidence of BLT VA phytoplasma (29.8%) and C. liberibacter solanacearum (27.6%) was
similar. Besides, the first report of the detection of the BLTVA phytoplasma affecting tomato cultivation in Gua-
temala stands out. Using molecular methods, constant monitoring is suggested for an accurate diagnosis and to
establish management measures for the disease to prevent its spread to areas not yet affected.

Keywords: Potato purple top, zebra chip, BLTVA phytoplasm, Candidatus Liberibacter solanacearum
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Deteccion de los patdgenos asociados a punta morada en Guatemala

Introduccion

En Guatemala, la papa (Solanum tubersosum L.)
y el tomate (Solanum lycopersicum L.) son dos de los
cultivos de mayor importancia para el pais y ambos son
afectados por la enfermedad denominada como punta
morada (Munyaneza et al., 2007). Para la poblacion
agricola de la region occidental de Guatemala, la papa
forma parte imporante de su dieta basica y segun los
ultimos datos reportados (Ministerio de Agricultura Ga-
naderia y Alimentacion [Maga], 2016), se obtuvo una
cosecha de 1,187,260 Tm generando 12,793 empleos
permanentes. En cuanto al tomate, se considera como
uno de los cultivos horticolas de mayor importancia
econdmica para el pais, con una ultima cosecha repor-
tada de 318,181.8 Tm (Maga, 2016).

Estos dos cultivos se han visto afectados por la
enfermedad conocida como punta morada, la cual se
caracteriza por causar enrollamiento de las puntas y los
bordes de las hojas hacia el haz con una marcada colora-
cion morada, una moderada proliferacion de los brotes,
entrenudos cortos, hinchamiento de los nudos, tuberi-
zacion aérea en el caso de la papa y un decaimiento
temprano de la planta (Longoria-Espinoza et al., 2013;
Munyaneza et al., 2007; Santos-Cervantes et al., 2010).
Esta enfermedad ha sido asociada con la presencia de al
menos ocho diferentes cepas de fitoplasmas alrededor
del mundo, siendo los grupos de fitoplasmas comun-
mente mencionados, como causantes de la enfermedad,
el amarrillamiento del aster (16Srl-A'y 16Srl-B), la es-
coba de bruja del mani (16Srll), proliferacion del trébol
(16SrVI-A) y stolbur (16SrXll) (Santos-Cervantes et
al., 2010).

Los métodos desarrollados para la deteccion del
fitoplasma Beet leafhopper transmitted virescence agent
(BLTVA) , asociado a la enfermedad de la punta mo-
rada, estan basados en la técnica de PCR y han sido
desarrollados por varios autores (Crosslin et al., 2006;
El-banna et al., 2007; Munyaneza et al., 2007) con al-
gunas variantes entre ellos, como las concentraciones
de algunos reactivos y las condiciones del PCR. En un
primer ciclo de reacciones, se utilizan los cebadores uni-
versales P1/P7, los cuales generan un amplicon de 1.8
Kb correspondiente a un segmento del ribosoma 168,
la region espaciadora entre el ribosoma 16S y el 23Sy
una pequefia parte del ribosoma 23S. Posteriormente,
mediante un segundo ciclo de reacciones (PCR anida-
da), se emplean los cebadores fUS/BLTVAint (Crosslin
etal., 2006) o los cebadores R16F2n/R16R2 (Lee et al.,
2004), los cuales son especificos para la deteccion de
fitoplasmas del grupo 16SrVI.
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La enfermedad de la punta morada ha sido repor-
tada en varios paises. Por ejemplo, durante la epidemia
de punta morada, ocurrida en 2002 en la region de Co-
lumbia Basin en Washington y Oregon, la enfermedad
fue asociada al fitoplasma denominado como BLTVA
(Lee et al., 2004). En el estado de México se determi-
no que dicha enfermedad era causada por “Candidatus
Phytoplasma asteris” (Gutiérrez-Ibafiez et al., 2012). La
misma enfermedad también fue reportada y asociada
a la presencia de fitoplasmas en el Valle de Toluca,
Meéxico (Gutiérrez-Ibafiez et al., 2013). En Ecuador
se reporto por primera vez la presencia de Candidatus
Phytoplasma aurantifolia (16Srll) asociado a la punta
morada (Caicedo et al., 2015). La presencia del fito-
plasma BLTVA, miembro del grupo 16SrVI, también
fue sefialada en el estudio de Crosslin y colaboradores
(2011).

En cuanto a los vectores de fitoplasmas asocia-
dos a la enfermedad de punta morada, se mencionan
varias especies de chicharritas (Homoptera: Cicaeli-
dae) como Macrosteles orientalis, M. fascifrons, M.
striiforns, Scleroracus avopictus, Orosius albicinctus,
Alebroides dravidamus (Maramorosch, 1998). También
se reportan a las especies Circulifer tenellus y Cerata-
gallia spp. (Munyaneza, 2005; Munyaneza et al., 20006,
2007) y los géneros Empoasca 'y Aceratagallia en Mé-
xico (Almeyda et al., 2004). En el estudio realizado
en México, Garzon y colaboradores (2004) reportan al
psilido Bactericera cockerelli como vector de fitoplas-
mas asociados a punta morada en papa. Por su parte, Al-
meyda y colaboradores (2002) indican que B. cockerelli
colectado en plantaciones de tomate con sintomatologia
tipica de punta morada, fue positivo para fitoplasma.
De esta forma se demuestra que esta especie de psilido
también es un potencial vector de fitoplasmas asociados
a la enfermedad de punta morada en tomate.

Otra enfermedad importante que ha sido docu-
mentada por ocurrir en plantaciones de produccion co-
mercial de papa en el suroeste de los Estados Unidos,
Meéxico y Guatemala, ha sido denominada como Zebra
Chip o papa rayada. Dicha enfermedad fue observada
por primera vez en México en 1994 y posteriormente
en los Estados Unidos en Texas (Secor & Rivera-Varas,
2004). El impacto negativo de la enfermedad se eviden-
ci6 durante los brotes ocurridos en México y los Esta-
dos Unidos del 2004 al 2006, en donde se generaron
pérdidas millonarias para cultivadores y procesadores
de la papa. Las pérdidas son debido a la coloracion café
que resulta luego del proceso de fritura del tubérculo,
haciendo el producto final, las papalinas o chips, comer-
cialmente inaceptables (Lin et al., 2009; Munyaneza, et
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al., 2007) llevando incluso al abandono de los campos
de cultivo (Goolsby et al., 2007). Los costos incurridos
para el manejo de la enfermedad y su vector alcanzan
cifras millonarias en compras de ingredientes activos y
aplicaciones (Greenway & Rondon, 2018).

La sintomatologia foliar en papa y tomate es simi-
liar a la que se presenta con la enfermedad de la punta
morada causada por fitoplasmas (Gutiérrez-Ibainez et
al., 2013). Los sintomas van desde una clorosis, tallos
torcidos con apariencia en zigzag y nodulos agranda-
dos, hasta tubérculos aéreos, descoloramiento vascular
y hojas calcinadas y marchitas que llegan prematura-
mente a la senescencia (Crosslin & Munyaneza, 2009;
Secor et al., 2009). Los tubérculos presentan una colo-
racion café en el aro vascular y rayos medulares que se
extienden de forma longitudinal sobre todo el tubérculo,
mostrando una pobre o nula germinacion de las lentice-
las (Lin et al., 2009). La enfermedad también induce la
necrosis del tubérculo (Secor et al., 2009).

En cuanto al agente causal de la enfermedad Ze-
bra Chip; Liefting y colaboradores (2008) lograron aso-
ciar la enfermedad con lo que para entonces constituia
una nueva bacteria, la cual se denomind inicialmente
como Candidatus Liberibacter psyllaurous (Hansen
et al., 2008) y posteriormente Candidatus Liberibac-
ter solanacearum. Esta misma bacteria fue reportada
por Abad y colaboradores (2009), quienes después de
una amplificacion especifica con los cebadores OA2/
OI2c (Liefting et al., 2008, 2009), a partir de plantas
con la sintomatologia tipica de la enfermedad, reali-
zaron la comparacion de las secuencias obtenidas con
las reportadas en Nueva Zelanda, constituyendo asi el
primer reporte de C. Liberibacter solanacearum aso-
ciada a papa, en los Estados Unidos. Posteriormente, a
través de las muestras obtenidas de campos de cultivo
de papa en los Estados Unidos, México y Guatemala,
Secor y colaboradores (2009) también reportaron que
dicha enfermedad se encontraba asociada a la presencia
de la bacteria Candidatus Liberibacter solanacearum.
Ademas, los autores afiaden que las secuencias de la
region 16S de las tres regiones geograficas representa-
das, son casi idénticas a las secuencias de la region 16S
reportadas en Nueva Zelanda.

La transmision de esta bacteria puede ser por
medio de injerto, semilla no botanica en el caso de
papa (tubérculo), semilla botanica en el caso de za-
nahoria e insectos vectores como el psilido B. cocke-
relli en especies de la familia Solanaceae (Bertolini et
al., 2015; Delgado-Ortiz et al., 2019; Liefting et al.,
2009; Secor et al., 2009). La bacteria también ha sido
reportada como patdgeno en algunas especies de la fa-
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milia Apiaceae como la zanahoria (Daucus carota L.)
(Ben-Othmen et al., 2018) y apio (4pium graveolens L.)
(Teresani et al., 2014) siendo los vectores las especies
B. trigonica (Alfaro-Fernandez et al., 2012) y Trioza
apicalis (Munyaneza et al., 2010).

En Guatemala ha sido reportada la presencia de C.
Liberibacter solanacerum en papa (Palmieri et al., 2012;
Secor et al., 2009) y en tomate (Mejia et al., 2010). Sin
embargo, existen pocos registros sobre la deteccion del
fitoplasma BLTVA en el cultivo de papa, y mas escasos
aun, en el cultivo de tomate. Debido a la similitud en la
sintomatologia foliar de las enfermedades Zebra Chip
y punta morada, en los cultivos de papa y tomate, exis-
te una total incertidumbre sobre el patdogeno asociado
a la enfermedad denominada como punta morada por
los agricultores guatemaltecos. Se desconoce si dicha
enfermedad es causada en el pais, inicamente por la
bacteria ya reportada, o también se debe a la presencia
del fitoplasma. Por esta razon, se realizaron muestreos
de plantas de papa y tomate con los sintomas caracte-
risticos de la enfermedad, en las principales zonas de
produccidén de los cultivos de tomate y papa del pais,
con el objetivo de detectar, a través de técnicas mole-
culares, la presencia de uno o ambos patéogenos.

Materiales y métodos

Obtencion del material vegetal

Durante el periodo de abril a agosto del 2018,
se colectaron 47 muestras de tomate y 23 de papa en
algunas de las principales zonas productoras localizadas
en los municipios de Antigua Guatemala, Salama, San
Jeronimo, Purulha, San Juan Chamelco, Zunil, Ama-
titlan, Villa Nueva, Sanarate, Patzicia, Santa Cruz Ba-
lanya y Jalapa. Se escogieron plantas de tomate y papa
con los sintomas aéreos caracteristicos de infeccion por
punta morada, tomando cinco foliolos sintomaticos por
cada planta. Las muestras de material vegetal fueron
almacenadas en condiciones de frio y se trasladaron al
Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Agro-
nomia de la Universidad de San Carlos de Guatemala
para realizar la extraccion del ADN.

Extraccion del ADN
Para la extraccion del ADN se emple¢ el kit co-
mercial Gentra® siguiendo la metodologia propuesta

por el fabricante con algunas modificaciones que se
describen a continuacidn. Se tomo una seccion de cada
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hoja de aproximadamente 4 x 4 mm dentro de un tubo
de 1.5 mL al cual se le agregaron 450 pL de Cell Lysis
Solution y se procedié a macerar. Seguido se agregaron
2.25 pL de proteinasa K (100 pg/mL) y se dejé incubar
por 3 h realizando mezclas por inversion cada 30 min.
Posterior se agregaron 2.5 pL de solucion RNasa A (4
mg/mL) y se mezcld por inversion 25 veces, dejando
incubar nuevamente por 45 min a 37 °C. Se dej6 enfriar
a temperatura ambiente y se agregaron 150 uL de Pro-
tein Precipitation Solution mezclandose por inversion
(aproximadamente 2 min) y se incub6 por 20 min a -20
°C, luego fue centrifugado a 14,000 rpm durante 4 min
y el sobrenadamente fue transferido a un nuevo tubo.

Se agregaron 600 pL de una solucion fenol-clo-
roformo-alcohol isoamilico en una relacion 25:24:1 y
se mezclo por inversion, se centrifugd nuevamente a
14,000 rpm por 10 min y el sobrenadante se transfiri6 a
un nuevo tubo. Se agregaron 600 pL de cloroformo-al-
cohol isoamilico en una relacion 24:1 y se mezclo por
inversion, se centrifugd por 10 min a 14,000 rpm y el
sobrenadante se transfirio a un nuevo tubo. Se agrega-
ron 600 uL de isopropanol, se mezclod por inversion y
después se centrifugd por 3 min a 14,000 rpm y des-
cartando la fase liquida. Luego se agregaron 500 uL
de etanol al 70% mezclando por inversion para lavar
la pastilla de ADN y se centrifugd por 3 min a 14,000
rpm invirtiendo el tubo para descartar el etanol. Los
tubos, con la pastilla de ADN, se dejaron secar por 10
a 15 min sobre papel absorbente. Para la hidratacion del
ADN se agregaron 50 pL. de DNA Hidratation Solution,
se incubd a 65 °C por 1 hora y finalmente se almaceno
a-20 °C.

Deteccion del fitoplasma BLTVA y la bacteria
C. Liberibacter solanacearum

Para la deteccion del fitoplasma BLTVA, se llevo
a cabo un primer PCR con los cebadores universales
P1/P7 y P1/Tint (Smart et al., 1996). La reaccion fue
preparada para un volumen total de 25 pL contenien-
do solucion de amortiguacion para PCR (1X), MgCl,
(2mM), dNTP’s (200 uM de cada uno), cebador (0.6
uM de cada uno,) TagDNA polimerasa (2 unidades)
y ADN (40 ng). Las condiciones para la PCR fueron
las siguientes: Un ciclo a 94 °C por 3 min, seguido de
35 ciclos a 94 °C por 30 s, 55 °C por 1 min, 72 °C por
2 min y una extension final de 72 °C por 10 min. Las
reacciones que generaron un fragmento de 1.8 kb con
el par de cebadores P1/P7 o un fragmento de 1.6 kb
con el par de cebadores P1/Tint, fueron clasificadas
como positivas.
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Posteriormente, se llevd a cabo una PCR anidada
con los cebadores especificos fU5/BLTVAint (Lorenz
et al., 1995; Smart et al., 1996) tomando como ADN
molde 1 pL del producto del primer PCR con los ce-
badores P1/P7. Las concentraciones de los reactivos y
las condiciones para la PCR anidada fueron las mismas
que se utilizaron en el primer ciclo de amplificaciones,
cambiando Unicamente el tiempo de extension de 2 a
1 min. Las reacciones que generaron un fragmento de
aproximadamente 1.2 kb fueron clasificadas como po-
sitivas.

Para la deteccion de C. Liberibacter solanacea-
rum se emplearon los cebadores especificos ClipoF/
Ol2c¢ (Secor et al., 2009). La reaccion fue preparada
para un volumen total de 25 pL utilizando los mismos
reactivos y concentraciones anteriormente descritas.
Las condiciones para la PCR fueron las mismas que
se utilizaron para la amplificacion de los fitoplasmas.
Las reacciones que generaron un fragmento de 1,070
pb fueron clasificadas como positivas.

Las muestras se amplificaron en un termociclador
Bio Rad PTC-200. Todos los productos de PCR gene-
rados fueron visualizados por electroforesis en gel de
agarosa al 1.5% tefiidos con bromuro de etidio (0.1
pg/mL) en amortiguador TAE 1X, empleando un tran-
siluminador de luz UV. Para la comparacion del peso
molecular de los fragmentos obtenidos se utilizaron los
marcadores de peso molecular 3kb SibEnzyme Ltd.®
y 1 kb invitrogen®.

Resultados

De las 23 muestras de papa analizadas para fito-
plasmas con los cebadores universales, ocho resultaron
positivas, lo que representa un 34.7% de incidencia de
este patogeno. En tomate, de las 47 muestras analizadas
para fitoplasmas 12 resultaron positivas con los cebado-
res universales, representando un 25.5% de incidencia
de este patdgeno. Las muestras positivas generaron un
fragmento de 1.8 kb con el uso de los cebadores P1/P7 y
un fragmento de 1.6 kb con el uso de los cebadores P1/
Tint (Figuras 1 y 2). Los resultados obtenidos fueron los
mismos para ambos cebadores, ya que se amplificaron
el mismo niimero de muestras con cada par de ceba-
dores universales. Cuando se emplearon los cebadores
especificos fUS/BLTVA, diecisiete muestras de papa
amplificaron un fragmento de aproximadamente 1.2 kb
y se consideraron positivas para el fitoplasma BLTVA,
representando una incidencia del 73.9% de este patoge-
no en el total de muestras analizadas. En tomate, catorce
muestras resultaron positivas representando un 29.8%
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Figura 1. Productos amplificados por PCR con los cebadores P1/P7 a partir del ADN extraido de plantas de tomate y
papa con sintomas de punta morada. Carrilles 1 —4: Plantas de tomate colectadas en Antigua Guatemala (T9), Salama
(T21), San Jeronimo (T34) y Purulhd (T42). Carriles 5 — 10: Plantas de papa colectadas en Santa Cruz Balanya (P48),
Purulha (P52), Zunil (P57) y Jalapa (P64, P67 y P68). CN: Control negativo (agua estéril). MP: Marcador de peso
molecular DNA Ladder 3 Kb (SibEnzyme Ltd.®).
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Figura 2. Productos amplificados por PCR con los cebadores P1/Tint a partir del ADN extraido de plantas de tomate
y papa con sintomas de punta morada. Carrilles 1 — 4: Plantas de tomate colectadas en Antigua Guatemala (T9), Sa-
lama (T21), San Jeronimo (T34) y Purulha (T42). Carriles 5 — 10: Plantas de papa colectadas en Santa Cruz Balanya
(P48), Purulha (P52), Zunil (P57) y Jalapa (P64, P67 y P68). CN: Control negativo (agua estéril). MP: Marcador de
peso molecular DNA Ladder 3 Kb (SibEnzyme Ltd.®).
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de incidencia de este patdgeno en el total de muestras
analizadas (Figura 3).

En papa, algunas muestras fueron positivas para
fitoplasmas con los dos pares de cebadores universales
y con el par de cebadores especificos en los municipios
de Santa Cruz Balanya, Purulhd, y Jalapa. Las mues-
tras colectadas en los municipios de Zunil y San Juan
Chamelco fueron negativas para fitoplasmas con los
cebadores universales y con los especificos. En toma-
te, se identificaron muestras positivas para fitoplasmas
con los dos pares de cebadores universales y/o con los
especificos en los municipios de Antigua Guatemala,
Salamad, San Jerénimo, Purulha y Santa Cruz Balanya
(Tabla 1).

Con los cebadores especificos Cli.po.F/OI2c¢, seis
muestras de papa fueron positivas para C. Liberibacter
solanacerum, ya que amplificaron un fragmento espe-
rado de aproximadamente 1,070 pb (Figura 4), lo que
representa un 26 % de incidencia de este patdgeno en
las veintitrés muestras analizadas. En tomate, trece
muestras fueron positivas para C. Liberibacter sola-

nacerum, con los cebadores especificos (Figura 4), lo
que representa un 27.6% de incidencia de este patogeno
en las 47 muestras analizadas. La bacteria se detectd
en tomate en los municipios de Antigua Guatemala,
Villa Nueva, Amatitlan y San Jeronimo y Purulhd; en
papa solamente se detectd en el municipio de Purulha.
La presencia mezclada del fitoplasma BLTVA y de la
bacteria C. Liberibacter solanacearum, en una misma
planta, se detectd en seis muestras de papa, que repre-
sentan el 26% de las muestras totales, y en tres muestras
tomate, que representa el 6% de las muestras totales
(Tabla 1).

Discusion

En virtud de que algunas muestras resultaron ne-
gativas a fitoplasmas en las PCR s directas con los pares
de cebadores universales P1/P7 y P1/Tint, se decidid
realizar la PCR anidada con la totalidad de las muestras
colectadas. Los resultados positivos a fitoplasmas en

3000 pb
2000 pb

1000 pb

Figura 3. Productos amplificados por PCR con los cebadores fUS/BLTVAint a partir del ADN extraido de plantas
de tomate y papa con sintomas de punta morada. Carrilles 1 — 3: Plantas de tomate colectadas en Antigua Guatemala
(T9), Salama (T22) y San Jeronimo (T38). Carriles 4 — 7: Plantas de papa colectadas en Santa Cruz Balanya (P48),
Purulha (P52) y Jalapa (P64 y P67). CN: Control negativo (agua estéril). MP: Marcador de peso molecular DNA

Ladder 3 Kb SibEnzyme Ltd.®)
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Tabla 1.
Deteccion de fitoplasmas asociados a la enfermedad de la punta morada, fitoplama BLTVA (16SrVI) y Candidatus
Liberibacter solanaceraum en algunas de las principales zonas productoras de tomate y papa en Guatemala.

No. Cotew  pupr pumm PVTA Galsol Neo it I A Colso
T1 - - - - T36 + + - +
T2 - - - + T37  San + + - -
T3 - - - - T38 Jerbnimo - - + _
T4 Anti - - - + T39 - - + +
T G?laltitrlljala ) ) ) - T40 - - + -
T6 - - + - T41 n - n _
T7 ) ) N ) Tan Purulha i ) N i
T8 - - - + T43 - - +
T9 + + + - T44 - - +
T10 - - - + T45 - - + -
Tir - - - - T46 - ; + .
T12 Villa Nueva ) ) ) ] T4y Santa ) ] N )
T13 - - - - P48 Cruz . + + + -

Balanya
T14 - - - + P49 - - + -
T15 Amatitlan - - - + P50 - - + -
T16 - - - + P51 - - + +
T17 - - - - P52 + + + +
T18 - - - - P53 Purulha - - + +
T19 Sanarate ) ) ) ) - ) ) . N
T20 - - - - P55 - - + +
T21 + + - - P56 - - + +
T22 + + + - P57 Zunil - - - _
T23 + + - - P58 - - - _
T24 + + - - P59 - - - _
T25 + + - - P60 - - - -
T26 - - - - P61 Patzicia - - - -
T27  Salama - - - - P62 - - + R
T28 - - - - P63 - - + -
T29 + + - - P64 + + + -
T30 + + - - P65 + + + -
T31 + + - - P66 + + + -

Jalapa
T32 - - - - P67 + + + -
T33 - - - - P68 + + + -
T34 + + - + P69 + + + -

San

T35 Jerénimo - - - + P70 San Juan - - - -

Chamelco

Nota. Los nimeros acompafiados de la literal T representan muestras de tomate, los nimeros acompafiados de la lite-
ral P representan muestras de papa, FTPMs = Fitoplasmas asociados a la punta morada, BLTVA = Fitoplasma BLTVA
(16SrVI), CaLsol = Candidatus Liberibacter solanacearum, + = presencia, - = ausencia
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10 11 12 13 14 15 16

17 18 CN MP

1000 pb
900 pb

800 pb

Figura 4. Productos amplificados por PCR con los cebadores Cli.po.F/OI2c a partir del ADN extraido de plantas de
tomate y papa con sintomas de punta morada. Carriles 1 — 15 : Plantas de tomate colectadas en Antigua Guatemala
(T2, T4 y T8), Villa Nueva (T10, T11, T12 y T13), Amatitlan (T15 y T16), San Jeronimo (T34, T36 y T39) y Purulha
(T41, T42 y T44). Carriles 16 — 18: Plantas de papa colectadas en Santa Cruz Balanya (P49 y P50) y Purulha (P56).
CN: Control negativo (agua estéril). MP: Marcador de peso molecular DNA Ladder 1 Kb (invtrogen ®).

papa se incrementaron en mas del 100% con esta me-
todologia. De esta manera, de ocho muestras positivas
obtenidas en las PCR directas, nueve muestras mas fue-
ron positivas con la PCR anidada, dando un total de 17
muestras positivas a fitoplasmas. Estos resultados po-
nen de manifiesto que la PCR anidada es mas sensible
que la PCR directa para la deteccion de fitoplasmas en
papa, sobre todo cuando la concentracion del patdgeno
es muy baja en el tejido utilizado para la extraccion
del ADN, resultados similares se han obtenido en otras
investigaciones (Bertaccini et al., 2014; Nejat & Vada-
malai, 2010). Nejat y Vadamalai (2013), mencionan
que existe una fluctuacion estacional del fitoplasma en
las plantas. En este trabajo, la colecta de tomate se hizo
principalmente en época seca y la de papa se realizd en
época lluviosa, lo cual, pudo afectar la concentracion
del fitoplasma en las muestras colectadas y por ende
la diferencia registrada en el porcentaje de muestras
que resultaron positivas en los dos cultivos. En cuanto
a la distribucion y concentracion de los fitoplasmas,
dentro de las plantas infectadas, se ha reportado que
estos factores fluctian entre las zonas foliares y radi-
culares debido al grado de infeccion de la enfermedad
(Hogenhout et al., 2008; Christensen et al., 2004) lo
que podria ser otro factor a considerar, ya que para esta
evaluacion se colectaron unicamente muestras foliares.
Asimismo, ya que los fitoplasmas han sido descritos
como habitantes del floema (Namba, 2019; Contaldo
etal., 2016), es probable que la concentracion de estos
sea mayor en los tubérculos por ser depdsitos de car-
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bohidratos provenientes del floema (Zufiiga-Sanchez et
al., 2017), sin embargo, estos no fueron considerados
en esta evaluacion.

El incremento en el nimero de muestras positivas
a fitoplasmas tras un segundo ciclo de amplificaciones
mediante la PCR anidada, responde a que esta técnica
tiene la ventaja de incrementar la concentracion del am-
plicon de interés (Hong et al., 2019), siendo reportada
en otros estudios para resolver la problematica de una
baja concentracion del fitoplasma en el tejido infectado
(Bertaccini et al., 2014; Demeuse et al., 2016). Se ha
demostrado que la PCR anidada es capaz de detectar
concentraciones tan bajas de hasta cuatro células de
fitoplasma, cuando estan contenidas en la mezcla para
la reaccion de amplificacion (Berges et al., 2000). Por
tal razon, se detectdé un incremento de resultados po-
sitivos después de registrarse resultados negativos en
algunas muestras en las PCR s directas con los cebado-
res universales. Los resultados obtenidos en este estudio
concuerdan con el primer reporte del fitoplasma BLVTA
para Guatemala realizado por Munyaneza (2010), don-
de se asocia a la enfermedad de la punta morada con el
cultivo de papa. Sin embargo, es de resaltar los resulta-
dos obtenidos en el presente estudio, ya que representan
el primer reporte de la deteccion del fitoplasma BLTVA
(16SrVI) en el cultivo de tomate para Guatemala.

La deteccion de muestras positivas para fitoplas-
mas con los cebadores universales, pero que resultaron
negativas con los cebadores especificos fUS/BLTVAint,
puede indicar la presencia de uno o varios fitoplasmas
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que pertenecen a otros grupos ya reportados y que es-
tan asociados a la misma enfermedad (Kumari et al.,
2019; Santos-Cervantes et al., 2010), o al grupo recién
descubierto (16SrlI-X), el cual, también esta asociado a
la enfermedad de la punta morada (Omar et al., 2018).
Para lograr la determinacion correcta de las muestras
que resultaron positivas para la presencia de fitoplas-
mas asociados a la enfermedad en este estudio, se re-
comienda realizar la secuenciacion de los amplicones
de las PCRs directas con los cebadores universales en
trabajos futuros, como lo realizado por Caicedo y cola-
boradores (2015). De esta forma, podrian darse nuevos
y certeros informes de otros fitoplasmas atin no repor-
tados para Guatemala, los cuales estarian asociados a
la enfermedad de la punta morada.

Los resultados negativos en las muestras sinto-
maticas pueden asociarse, en primer lugar, a una baja
concentracion de fitoplasmas, por lo que atn, la detec-
cion por PCR anidado con los cebadores especificos,
no es suficientemente sensible, recomendandose el uso
de PCR en tiempo real por su mayor sensibilidad de de-
teccion (Aliaga et al., 2018; Linck et al., 2017; Ustun et
al., 2017). En segundo lugar, asumiendo que la primera
ronda de amplificaciones por PCR con los cebadores
universales fuera positiva, aunque no visualizable por
la poca cantidad de amplicones generados; podria tra-
tarse de otras especies de fitoplasmas asociados a la
punta morada, por lo tanto, los cebadores especificos
no generaron ningun amplicon a pesar de su mayor
sensibilidad de deteccion.

Es importante mencionar que la alta incidencia
(100%) del fitoplasma BLTVA (Tabla 1), en los muni-
cipios de Jalapa y Santa Cruz Balany4, concuerda con
las observaciones de campo y las experiencias por parte
de los agricultores locales. En ambos municipios, la alta
incidencia y severidad de la enfermedad han obligado a
un numero significativo de agricultores, al abandono de
la produccion de papa, representando un serio problema
econdmico y social para el area.

La deteccion de C. Liberibacter solanacearum, en
muestras de papa, confirma la presencia de la bacteria
en este cultivo en Guatemala (Palmieri et al., 2012;
Secor et al., 2009), y su deteccion en muestras de to-
mate, determina la preferencia de especies de la familia
Solanaceae como huéspedes de esta bacteria (Liefting
et al., 2009; Melgoza-Villagomez et al., 2018). Al ob-
tener resultados positivos Unicamente para la bacteria
en algunas muestras de papa y tomate, se confirma que,
a nivel foliar, la presencia de C. Liberibacter solana-
cearum causa una sintomatologia similar al fitoplasma
BLTVA. Sin embargo, es importante resaltar que de
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acuerdo a Lin y colaboradores (2009), para el caso de
papa, inicamente la bacteria esta asociada a la enferme-
dad Zebra Chip, la cual, genera los sintomas tipicos ya
descritos en el tubérculo. Por otra parte, la alta inciden-
cia de esta bacteria, en los campos de cultivo de papa
en el municipio de Purulh4, ha generado graves pérdi-
das para los agricultores guatemaltecos del area. Esta
situacion también puede estar asociada a la presencia
del fitoplasma BLTVA y C. Liberibacter solanacearum
en una misma planta, ya que en dicho municipio se
encontraron plantas de papa y tomate infectadas por
ambos patdgenos, lo cual incrementa la severidad de
la enfermedad (Swisher et al., 2018; Gutiérrez-Ibanez
etal., 2013).

Debido a la similitud de sintomas foliares que
generan los dos patogenos asociados a esta enfermedad,
se hace indispensable el uso de técnicas moleculares
para una deteccion efectiva y, a partir de esta, poder
plantear las estrategias adecuadas para su manejo y
control. Los resultados obtenidos en este estudio su-
gieren la presencia de otros fitoplasmas asociados a la
enfermedad de la punta morada, diferentes al BLTVA.
Ante esto, se sugiere realizar nuevos monitoreos, en
campos de cultivo tanto de papa como de tomate, e
incluir la secuenciacion de los fragmentos amplificados
en las PCR’s directas para tener certeza, de que, efecti-
vamente se detectan fitoplasmas y cuéles son los grupos
de fitoplasmas presentes en el pais. Ademas, debido al
riesgo de transmision a través tubérculos provenientes
de plantas infectadas por fitoplasmas (Crosslin et al.,
2011) y/o por C. Liberibacter solanacearum (Pitman et
al., 2011), es necesario mantener un monitoreo cons-
tante en las zonas productoras de semilla de papa para
confirmar que estan libres de estos patogenos, asi como
evitar la diseminacion de la enfermedad hacia areas atin
no afectadas.

Finalmente, queda confirmada la presencia del
fitoplasma BLTVAy C. Liberibacter solanacearum, aso-
ciados a la enfermedad de la punta morada, en campos
de cultivo de papa y tomate en Guatemala. Asimismo,
la alta incidencia del fitoplasma BLTVA (73.9%) en
las muestras de papa, hacen que éste sea considerado
como el agente asociado mas importante en dicho cul-
tivo, en comparacion con la incidencia de la bacteria
C. Liberibacter solanacearum (27.6%). Por otra parte,
en las muestras de tomate la incidencia del fitoplas-
ma BLTVA (29.8%) y C. Liberibacter solanacearum
del (27.6%) fue similar. No obstante, estos resultados
destacan ampliamente ya que representan el primer re-
porte de la deteccion del fitoplasma BLTVA afectando
el cultivo de tomate en Guatemala. Como una accion
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de control rapida, se recomienda no comprar semilla
de papa sin brotes, ya que la sintomatologia de punta
morada puede observarse en los brotes, logrando asi un
reconocimiento temprano para evitar la diseminacion
de la enfermedad.
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Resumen

1 complejo mancha de asfalto (CMA) en maiz (Zea mays L.), causado por los hongos Phyllachora maydis

Maubl. y Monographella maydis Miiller & Samuels, es una enfermedad de importancia econémica en
Guatemala, que ha causado pérdida en el rendimiento entre 30 a 50%, inclusive del 100% si las condiciones
son favorables. El objetivo de esta investigacion fue identificar marcadores de un solo nucleétido o SNP (Single
Nucleotide Polymorphism, por sus siglas en inglés) y genes candidatos asociados a la tolerancia genética al CMA.
Para ello se analizaron 463 poblaciones nativas y 329,692 SNP, y se compararon dos modelos gendmicos, single
marker y BayesB, para la identificacién de regiones asociadas a la tolerancia genética al CMA. Se identificaron 40
marcadores SNP asociados significativamente a la tolerancia genética al CMA con ambos modelos. La proporcién
de variacion fenotipica total explicada (PVE) por los 40 SNPs fue de 56%, atribuida a efectos genéticos aditivos.
Miuiltiples genes de resistencia a enfermedades fueron identificados en las regiones sefialadas por los marcadores
SNP. Sus funciones principales son receptores y transductores de sefial, factores de transcripcién que regulan
positivamente la expresion de genes de tolerancia y genes de la familia kinasa, por lo que potencialmente estdn
involucrados en el mecanismo de defensa al CMA.

Palabras claves: modelos gendmicos, estudio de asociacién del genoma completo, genotipificaciéon por secuenciacion,
resistencia genética, Loci de un caracter cuantitativo (QTL).

Abstract

he tar spot complex (TSC) disease in maize (Zea mays L.), caused by the fungi Phyllachora maydis Maubl.
T and Monographella maydis Miiller & Samuels, is an economic important disease in Guatemala, producing
yield losses between 30 to 50%, inclusive of 100% if the conditions are favorable. The objective of this research
was to identify single nucleotide polymorphism markers (SNP) and candidate genes associated with genetic
tolerance to TSC. A set of 463 native populations and 329,692 SNP were analyzed with two genomic models,
single marker and BayesB, for the identification of regions associated with genetic tolerance to TSC. Forty SNP
markers were significantly associated with the genetic tolerance to TSC with both models. The proportion of total
phenotypic variation explained (PVE) by the 40 SNPs was 56%, attributed to additive genetic effects. Multiple
candidate genes for disease resistance were identified in the regions indicated by the SNP markers. Their main
functions are signal transducers and receptors, transcription factors that positively regulate the expression of
tolerance genes and family kinase genes, therefore, they are potentially involved in the defense mechanism to
TSC.

Keywords: genomic models; genome-wide association study; genotyping by sequencing; genetic resistance; quantitative trait
loci (QTL).
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Introduccion

La enfermedad complejo mancha de asfalto
(CMA) en maiz (Zea mays L.), inducida por los
hongos Phyllachora maydis Maubl., Monographella
maydis Miiller & Samuels y Coniothyrium
phyllachorae Maubl., ha cobrado gran importancia
en la dltima década por su amplia distribucién y
severidad debida a la interaccién sinérgica de los
patégenos involucrados. Ha sido reportada en la
mayoria de paises de Latino América (Hock et al.,
1992; Mahuku et al., 2013), y en el 2015, P. maydis
fue reportado en los Estados Unidos de América
(Loladze, 2019). Los sintomas comienzan con la
infeccion de P. maydis, seguido por la invasién de M.
maydis, 1o cual resulta en una interaccidn sinérgica
que provoca la necrosis del tejido foliar (Hock et al.,
1992; Pereyda-Hernandez et al., 2009). La reduccion
en el rendimiento de grano y forraje varia entre 30 y
50%, dependiendo de la susceptibilidad del genotipo,
si la enfermedad ataca antes o después de la floracién
y si las condiciones ambientales son favorables para
producir una epidemia (Hock et al., 1989).

En Guatemala el primer reporte del CMA data
del 1974, sin causar pérdida econdmica al cultivo
(Monterroso et al., 1974). Fue hasta el 2007 cuando
se reportd la presencia del CMA en el municipio de
Ixcén, Quiché, con pérdidas de produccién de grano
de alrededor del 80%. En afios subsiguientes, la
enfermedad fue reportada en los departamentos del
Petén, laregion del Valle del Polochic en Alta Verapaz,
en Jalapa e Izabal (Red SICTA/IICA/Cooperacion
Suiza, 2011). Como referencia, bajo el supuesto de
que M. maydis llegue a los Estados Unidos, la pérdida
potencial por cada 1% de reduccién en produccion se
estiman en 1.5 millones de Tm de grano y US$ 231.6
millones (Mottaleb et al., 2019).

El desarrollo de materiales genéticamente to-
lerantes a enfermedades es considerado la mejor
estrategia para el control de enfermedades (Crute &
Pink, 1996). Para alcanzar una tolerancia mas durable
es importante ampliar la base genética de los cultivares
(Strange & Scott, 2005), lo cual es posible para el
caso del CMA considerando la evidencia aportada por
los estudios realizados por Ceballos y Deutsch (1992)
y Herndndez-Ramos y colaboradores (2015), quienes
identificaron la presencia de efectos dominantes, asf
como un fuerte componente aditivo, lo que implica
que diversos genes estdn involucrados y pueden ser
acumulados mediante seleccion.

Con el avance de la biotecnologia y el desarrollo
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de plataformas de genotipificacion de alto rendimiento
es posible rastrear regiones del genoma asociadas
a determinados rasgos observables o fenotipos me-
diante estudios de asociacion del genoma completo
o genome-wide association studies (GWAS, por sus
siglas en inglés). Elshire y colaboradores (2011)
desarrollaron el método de Genotipificacion por
Secuenciacién (GBS, por sus siglas en inglés), el
cudl es robusto y simple para especies de plantas con
alta diversidad, capaz de analizar un gran ndmero
de muestras por ensayo y descubrir millones de
marcadores de un solo nucleétido o single nucleotide
polymorphism (SNP, por sus siglas en inglés).
Diversos estudios GWAS han sido realizados en los
principales cultivos de importancia mundial, en los
cuales se han logrado identificar loci de caracteres
cuantitativos (QTL, por sus siglas en inglés) asociados
a tolerancia a estrés bidtico y abidtico (Brachi et al.,
2011). El maiz es una planta ideal para estudios a
nivel molecular, ya que el desequilibrio de ligamiento
genético decae entre 5y 10 kilo pares de bases (kpb) en
germoplasma tropical de maiz (Lu et al., 2011), lo cual
lo hace especial para mapeo genético (Liu et al., 2014).
Dos estudios GWAS para tolerancia al CMA han sido
reportados en la literatura, en los cuales se analizaron
lineas elite endogdmicas utilizando marcadores SNP
(Cao et al., 2017; Li et al., 2016). Ambos estudios
coinciden en la identificacion de un QTL de efecto
mayor (qRtcs8-1) que confiriere tolerancia al CMA
y explica entre 13 y 43% de la variacion fenotipica
observada.

Las variedades nativas son una fuente importante
de variacién genética, ya que han sido seleccionadas
por agricultores por su productividad y adaptabilidad
a las condiciones ambientales locales (Pritsch, 2001).
En este sentido, la evaluacion de variedades nativas de
maiz permitirfa explorar una gran diversidad genética,
convirtiéndose en potenciales portadoras de genes de
resistencia a enfermedades. Los objetivos de este
estudio fueron (a) identificar marcadores moleculares
SNP asociados a la tolerancia genética al CMA
en poblaciones nativas de maiz y (b) identificar
genes candidatos potencialmente involucrados en
mecanismos de defensa al CMA.

Materiales y Métodos
Base de datos fenotipica y genotipica

Se utilizaron las bases de datos fenotipica
y genotipica generadas por el proyecto MasAgro-
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Biodiversidad-Cimmyt, las cuales son accesibles al
publico. Para mds detalles acerca de las bases
de datos fenotipica y genotipica puede consultar en
la web de CIMMYT.SeeD Maize Germinate (http:
//germinate-stg.seedsofdiscovery.org/maize/) (Centro
Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo
[CIMMYT], 2017). La base de datos fenotipica
contiene las estimas BLUP (Best Linear Unbiased
Prediction, en inglés) del nivel de tolerancia al CMA
de 535 poblaciones nativas, obtenidas a partir de la
evaluacién de sus respectivos mestizos derivados del
cruce con probadores (hibridos de cruza simple). Los
mestizos fueron evaluados en campo bajo condiciones
naturales de infeccién en el 2011 en la localidad
Guadalupe Victoria, Estado de Chiapas, México. La
mayoria de las poblaciones nativas utilizadas fueron
colectadas entre 1952 y 1960 en México, Brasil y
Guatemala, y en menor proporcién provenientes de
otros paises de Centro y Sudamérica. La base de datos
genotipica contiene informacién de un panel de mds de
4,000 poblaciones nativas del Banco de Germoplasma
de Maiz del CIMMYT y contiene 946,072 marcadores
SNP distribuidos en los 10 cromosomas del maiz
(CIMMYT, 2017). EI genotipado se realiz6 utilizando
el método GBS, descrito por Elshire et al. (2011).

Procesamiento y control de calidad de la base
de datos fenotipica y genotipica

El control de calidad de la base de datos
fenotipica consistié en descartar todos los genotipos
con fenotipo faltante y sin informacién de marcadores
SNP. De las 535 poblaciones, solamente 463 pasaron
el control de calidad. Se realiz6 un andlisis descriptivo
del nivel de tolerancia al CMA medido en post-
floracién y un grafico de dispersion del nivel de seve-
ridad de la enfermedad y el rendimiento de grano por
parcela (g) utilizando el programa R Statistics (R-Core
Team, 2017).

De la base de datos genotipica se extrajo
el genotipo de las 463 poblaciones nativas.
Posteriormente se realizé el control de calidad
que consistié en eliminar aquellos marcadores cuya
frecuencia del alelo menor era menor de 5%. Se
seleccionaron aquellos marcadores que no tenian
genotipos faltantes. Después del filtrado se obtuvieron
329,692 SNPs polimérficos. El control de calidad
se realiz6 con el software TASSEL (Bradbury et al.,
2007).
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Estimacion de la heredabilidad de la

tolerancia al CMA

Se utilizé el método LDAK (linkage
disequilibrium adjusted kinship, en inglés) para
estimar los componentes de varianza (varianza
genética aditiva y varianza residual). Este método
ajusta la matriz de relaciones gendmicas aditivas por
la correlacion existente entre SNP-SNP debido al
desequilibrio de ligamiento (LD) (Speed et al., 2017).
Después de ajustar la matriz de relaciones gendmicas,
se estiman los componentes de varianza mediante un
andlisis de maxima verosimilitud restringida (REML,
del inglés restricted maximum likelihood), incluyendo
las ponderaciones del aporte de cada SNP. Para
implementar este método se utilizé el software LDAK
v.5 (Speed et al., 2017). A partir de las estimas de
componentes de varianza se calculé la heredabilidad
con la siguiente ecuacién (Daetwyler et al., 2014):

~

)
6,

2_ %

h =516 (1

Donde 6; es la estimaciéon de la varianza
genética aditiva capturada por los marcadores
moleculares y 62 es la estimacién de la varianza
residual.

Estudio de asociacion del genoma completo

Para la identificacién de marcadores SNP asocia-
dos a la tolerancia genética al CMA se evaluaron dos
modelos para estimar los efectos de los marcadores:
Single Marker y BayesB. El primero consiste en eva-
luar un solo marcador a la vez mediante un modelo
lineal mixto, de tal forma que se realizan tantas
regresiones y pruebas de hipétesis como marcadores
existan. Se utiliz6 el modelo lineal mixto descrito
por Yu y colaboradores (2006), el cual incluye control
de la estructura de poblacion y de relaciones de
parentesco para reducir la tasa de falsos positivos. El
modelo puede ser escrito de la siguiente manera:

y=Wv+Xp+Zu+e 2)

Donde y es el vector de fenotipos (BLUPs)
de las poblaciones nativas de dimensiéon n, Vv
corresponde a los efectos fijos de los primeros
tres componentes principales, B es el efecto fijo
de los marcadores; u son los efectos genéticos
aditivos con distribucién u ~ N,(0,G). G es la
matriz de covarianza G = 2 Kcrf, donde K es la
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matriz de relaciones gendmicas de dimensiones nxn,
con elementos K;;(i,j = 1,...,n) calculada a partir
del conjunto de marcadores genéticos, codificados
como 0, 1 y 2 para los genotipos aa, Aa y AA,
respectivamente; y 65 es la varianza genética aditiva.
W, X, y Z zon las matrices de incidencia para v, 3
y u respectivamente y & es el vector de residuales
aleatorios, el cual se distribuye € ~ N,, (0,R), donde fR
=107 e I es una matriz identidad y 62 es la varianza
residual desconocida. El umbral de significancia
para seleccionar los marcadores fue o = .0001.
Para implementar este modelo se utilizé el software
TASSEL. El modelo bayesiano BayesB, descrito
originalmente por Meuwissen y colaboradores (2001),
se basa en el hecho de que hay pocos loci que generan
varianza genética para el cardcter de interés. Para
ello, el modelo BayesB utiliza una distribucion a priori
mixta para estimar los efectos de los marcadores, la
cual consta de un punto de masa fijado en cero y una
distribucién normal. De esta manera la mayoria de
marcadores con efecto genético nulo son llevados al
punto de masa en cero, mientras que los pocos loci
con efecto genético toman un valor de la distribucién
normal (Meuwissen et al., 2001). EI modelo puede
escribirse de la siguiente manera:

y=1u+Xp+¢ 3)

Donde y es el vector de fenotipos, 1 es un vector
cuyos elementos son unos, asociado al intercpeto 1, X
es la matriz de marcadores SNP codificados como 0, 1
y 2 para los genotipos aa, Aay AA, respectivamente. &
es el vector de residuos aleatorios, el cual se distribuye
&~ N, (O,R), donde R = Ic? e I es una matriz
identidad y o7 es la varianza de residuos. S son los
efectos de los marcadores, a los cuales se les asigna
una distribucion a priori mixta:

con probabilidad 7

0
Bjoj.m { N(0,067) con probabilidad (1 —7)

La distribuciéon a priori de la varianza de los
marcadores es 67 ~ X *(¢,S) para j=1,...py
donde g son los grados de libertad y S es la escala
del pardmetro. La proporciéon de marcadores con
efecto diferente de cero fue definida a priori con
un valor de 0.001, lo que significa que al menos
0.1% de los marcadores tienen efecto diferente de
cero. Como criterio para seleccién de marcadores se
utilizo la probabilidad de inclusién posterior (PIP),
que es la probabilidad de que un marcador tenga un
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efecto diferente de cero (Berg et al.,, 2013; Pérez-
Rodriguez & de los Campos, 2014). El umbral
de seleccion fue una probabilidad mayor o igual
que 0.05 (PIP > 0.05). Para implementar este
modelo se utilizé el paquete BGLR en R (Pérez-
Rodriguez & de los Campos, 2014). Para calcular
la proporcién de variacidn fenotipica explicada (PVE)
por los marcadores identificados, se ajustaron modelos
de regresion lineal mudltiple con el conjunto de
marcadores identificados con cada modelo de manera
independiente.  El coeficiente de determinacién
ajustado rgj obtenido en la regresién es equivalente
a la PVE por los marcadores en conjunto (Collard
et al,, 2005). También se ajusté un modelo de
regresion combinando los marcadores identificados
con ambos modelos (single marker y Bayes B).
Adicionalmente, el software TASSEL calcula un
coeficiente de determinacion 72 para cada marcador, lo
cual da una idea de cuanto explica cada marcador en
particular. Los modelos de regresion lineal multiple se
ajustaron utilizando la funcién Im() en R.

Identificacion de genes candidatos

Para el andlisis del gen candidato se considerd
una ventana de 200 kpb (100 Kpb corriente abajo y
corriente arriba) tomando como referencia la posicion
fisica de los marcadores identificado en el andlisis
GWAS. La busqueda de genes candidatos se realiz
en la base de datos MaizeGDB (Andorf et al., 2016;
Portwood et al., 2019), basado en el genoma de re-
ferencia “B73” RefGen_v2(MGSC). Para identificar
la posible funcién del gen candidato se utiliz6 la
base de datos del National Center for Biotechnology
Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Resultados
Analisis fenotipico

El valor medio (desviacién estandar) del nivel
de tolerancia al CMA fue de 3.6(0.40), con un
rango entre 2.4 y 4.5. El coeficiente de variacién
fue de 11.2 %. Las poblaciones nativas CHIS474,
OAXA280, GUAT153, HAIT13 y TABA26 fueron las
que mostraron mayores niveles de tolerancia mientras
que las poblaciones OAXA130, BRAZ1 y QROOS53
fueron las mds susceptibles. La Figura 1 muestra la
correlacion entre el nivel de tolerancia y rendimiento
observado. Se aprecia una correlacién negativa (-
0.4), por lo que las poblaciones mds susceptibles
tienden a presentar rendimientos mas bajos. Llama la
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Figura 1. Grafico de correlacion entre nivel de tolerancia a mancha de asfalto y rendimiento de los mestizos derivados
de las variedades nativas de maiz. Triangulos grises son los mestizos mas tolerantes; los cuadrados negros son los
testigos comerciales; el circulo negro es el mestizo derivado de la poblacion VERAGP24 484.

atencion la poblacion VERAGP24 484, sobresaliente
en rendimiento, pero con moderada susceptibilidad.

Estimacion de la heredabilidad de la
resistencia al CMA basada en SNPs

Se obtuvieron las siguientes estimas de los
componentes de varianza, G; =0.0798 y 62 =0.0197.
La estima de la heredabilidad usando marcadores SNP
fue h2 = 0.80, lo cual revela que la variacién observada
del nivel de tolerancia al CMA es predominantemente
controlada por los efectos genéticos aditivos.

Identificacion de marcadores SNP asociados a
tolerancia a mancha de asfalto

Con el modelo single marker se identificaron 25
SNPs distribuidos en todos los cromosomas, excepto el
nueve (Tabla 1). La proporcion de PVE en conjunto por
los 25 SNPs fue de 34.25%. En la Figura 2a se muestra
la distribucion de los marcadores en los cromosomas y
sus respectivos puntajes en una escala —log, (). Con el
modelo BayesB se identificaron 26 marcadores (Tabla
2). Aligual que con el método single marker, los marca-
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dores asociados se encuentran distribuidos en todos los
cromosomas, excepto el nueve. La proporcion de PVE
en conjunto por los 26 SNPs fue de 52.26%. Los mar-
cadores con mayor probabilidad posterior de inclusion
fueron S1 293221122, S6 111966489, S2 19259181
y S1 187644290. La Figura 2b muestra la distribucion
de los marcadores en los cromosomas y sus respectivos
valores PIP.

Al comparar ambos modelos, 11 SNPs fueron
identificados en comun, lo cual resulta en 40 SNPs tni-
cos al combinar ambos modelos. Los 11 SNPs en comtn
fueron S1 293221122, S1 79329381, S2 19259181,
S4 234954673, S6 111966489, S6 111966499,
S6 111966511, S6 111966523, S6_ 164681025,
S8 15101936y S10_135336611.

Es posible que estos marcadores puedan estar
fuertemente ligados a QTL que controlan la tole- rancia/
susceptibilidad al CMA. Los marcadores se encuen-
tran distribuidos en 23 regiones o “Bins” (Tabla 3).
La PVE fue de 56% y 22.24% para el grupo de 40 y
11 SNPs, respectivamente. De manera individual, la
mayor PVE fue de 5.37% correspondiente al marcador
S2 19259181, ubicado en el cromosoma 2 bin 2.03. No
se identificaron marcadores asociados a QTL de efecto
mayor en este conjunto de datos.

Ciencia, Tecnologia y Salud, 7(2) 2020, 218-235
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Figura 2. Graficos tipo Manhattan mostrando la distribucion de los marcadores en los 10 cromosomas y su respectivo
puntaje segiin el modelo y escala utilizada. Los colores diferencian a los cromosomas. La linea gris indica el umbral
de significancia. (a) Valores de probabilidad en escala —log, (p) obtenidos con el modelo lineal mixto single marker
y el umbral de significancia es o= .0001 (~log , (0.0001) = 4). (b) Valores PIP obtenidos con el modelo BayesB y el
umbral de seleccion de marcadores es PIP > .05.
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Tabla 1.

Marcadores SNP (25) asociados significativamente a la resistencia a mancha de asfalto identificados con el modelo

lineal mixto single marker.

SNP ID Cromosoma Posicion MAF p PVE

S2 19259181* 2 19259181 0.25378  3.35E-06 0.05377
S1 293221122%* 1 293221122 0.17387  6.82E-06 0.05066
S6_111966489* 6 111966489 0.2635 9.04E-06 0.04942
S6_111966511* 6 111966511 0.2635 9.04E-06 0.04942
S1 98461847 1 98461847 0.31425 1.31E-05 0.04779
S5 48488908 5 48488908 0.41253 1.53E-05 0.04714
S6_111966523* 6 111966523 0.2635 1.57E-05 0.04702
S3 23495129 3 23495129 0.05616  1.69E-05 0.04669
S1 174002950 1 174002950 0.22246  1.76E-05 0.04651
S6_111966499* 6 111966499 0.2581 2.37E-05 0.04523
S7 137540103 7 137540103 0.13067  3.30E-05 0.04379
S6_164681025* 6 164681025 0.43305  4.44E-05 0.0425

S5 170062437 5 170062437 0.38661  4.53E-05 0.04241
S4 234954673* 4 234954673 0.12851 5.69E-05 0.04142
S7 151082785 7 151082785 0.28294  6.12E-05 0.04111
S7 160773966 7 160773966 0.05832  6.60E-05 0.04078
S2 21726221 2 21726221 0.14903  6.68E-05 0.04073
S10 135336611* 10 135336611 0.45032  6.79E-05 0.04066
S1 79329381* 1 79329381 0.28186  7.06E-05 0.04049
S8 15101936* 8 15101936 0.21058  7.37E-05 0.04031
S3 23495159 3 23495159 0.0594 7.56E-05 0.0402

S5 72696410 5 72696410 0.05724  8.90E-05 0.03949
S3 23495105 3 23495105 0.06479  9.22E-05 0.03934
S4 17333579 4 17333579 0.27862  9.34E-05 0.03928
S7 160773952 7 160773952 0.06911 9.45E-05 0.03923

Nota. PVE Proporcion de la variacion fenotipica total explicada por el marcador, obtenida a partir del 7 o MAF
Frecuencia del alelo menor. * SNPs identificados con ambos modelos.

Identificacion de genes candidatos

Sesenta y ocho genes candidatos fueron identifi-
cados a partir de los 40 SNPs asociados significativa-
mente a la tolerancia al CMA, de los cuales 61 genes
codifican proteinas con funcion conocida y siete fueron
proteinas no caracterizadas aun para maiz. La mayoria
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de los SNPs asociados significativamente fueron encon-
trados dentro de la secuencia de los genes candidatos y
otros de forma adyacente a los genes candidatos en una
distancia menor de 10 kpb. Los 68 genes candidatos se
encuentran distribuidos en las 23 regiones (bins) iden-
tificadas en la Tabla 3. Existen regiones que contienen
solo un gen candidato y otras regiones que contienen
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Tabla 2.

Marcadores SNP (26) asociados significativamente a la resistencia a mancha de asfalto identificados con el modelo

BayesB.
SNP ID Cromosoma Posicion MAF PIP
S1 293221122%* 1 293221122 0.17387 0.638
S6_111966489* 6 111966489 0.2635 0.29875
S2 19259181%* 2 19259181 0.25378 0.23275
S1 187644290 1 187644290 0.31857 0.22475
S6_111966511* 6 111966511 0.2635 0.191
S6_111966523* 6 111966523 0.2635 0.14975
S3 124181546 3 124181546 0.27862 0.14025
S6 164681025* 6 164681025 0.43305 0.13925
S1 282550335 1 282550335 0.42117 0.1165
S7 14658428 7 14658428 0.2095 0.0905
S1 79329381* 1 79329381 0.28186 0.08475
S1 103419465 1 103419465 0.4514 0.08275
S6_111966499* 6 111966499 0.2581 0.07975
S3 35126726 3 35126726 0.31317 0.07825
S1 282674577 1 282674577 0.35421 0.07175
S4 234954673* 4 234954673 0.12851 0.071
S8 15101936* 8 15101936 0.21058 0.0705
S7 166698140 7 166698140 0.09827 0.07025
S10 4820377 10 4820377 0.30346 0.06525
S6 127634563 6 127634563 0.45464 0.05975
S6 38117593 6 38117593 0.23218 0.05425
S5 86013493 5 86013493 0.43844 0.053
S4 182611991 4 182611991 0.35205 0.05175
S10_ 106065368 10 106065368 0.11447 0.05075
S7 14658316 7 14658316 0.1879 0.05075
S10 135336611%* 10 135336611 0.45032 0.05075

Nota. PVE: Proporcion de la variacion fenotipica total explicada por los marcadores en conjunto, obtenida a partir
del », s MAF Frecuencia del alelo menor. * SNPs identificados con ambos modelos. PIP Probabilidad posterior de

inclusion en el modelo

hasta ocho genes asociados a mecanismos de resistencia
a enfermedades.

En la Tabla 4 se presenta la lista detallada de los
68 genes candidatos y su potencial funcion. La funcion
predicha de los genes candidatos sugiere que varios de
ellos estan asociados con resistencia a enfermedades e

Ciencia, Tecnologia y Salud, 7(2) 2020, 218-235

interactian entre si en diferentes mecanismos de de-
fensa en plantas. Entre ellos estan genes que codifican
proteinas con funcion kinasa, ampliamente conocidos
por estar involucrados en resistencia a enfermedades,
por ejemplo: GRMZM2G132607 (PFKB-like carbo-
hydrate kinase family protein/ Ribokinase), GRMZ-
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Tabla 3.

Distribucion de genes candidatos en las regiones (bins*) identificadas.

Region No. Genes C. Region  No. Genes C. Region No. Genes C. Region  No. Genes C.
1.04 1 3.04 5 6.01 1 7.04 2

1.05 7 4.03 4 6.04 2 8.02 1

1.06 3 4.08 1 6.05 2 10.01 2

1.1 4 4.09 2 6.07 1 10.04 2

1.11 1 5.03 6 7.02 2 10.05 2

2.03 5 5.04 4 7.03 8

Nota. *Regiones del genoma: el mapa genético del maiz fue dividido en 100 segmentos llamados Bin en inglés.

M2G132763 (Leucine-rich repeat receptor-like protein
kinase PEPR1), GRMZM2G072569 (Leucine-rich
repeat receptor-like serine/threonine-protein kinase
BAM1), GRMZM2G168917 (Putative protein kinase
superfamily protein), GRMZM2G104384 (Leucine-rich
repeat receptor-like protein kinase family protein),
GRMZMS5G802725 (Protein kinase superfamily pro-
tein, partial) y GRMZM2G163138 (Probable LRR re-
ceptor-like serine/threonine-protein kinase At1g51860).
También se identificaron genes que codifican protei-
nas caracterizadas como factores de transcripcion
asociados a resistencia a enfermedades, entre ellos:
GRMZM2G001930 (MYC transcription factor7),
GRMZM2G080168 (BHLH141 - bHLH-transcription
factor 141), GRMZM2G106798 (Squamosa promo-
ter-binding protein-like (SBP domain) transcription fac-
tor family protein), GRMZM2G092609 (Putative bZIP
transcription factor superfamily protein), AC207043.3
FG002 (VQ motif family protein; Transcriptional Re-
gulators), GRMZM2G163054 (WRKY-transcription
factor 50) y GRMZM2G144275 (BHLH transcrip-
tion factor). Otros factores de transcripcion identi-
ficados en este estudio fueron: GRMZM2G351330
(Homeobox-leucine zipper protein HOX22) y
GRMZM2G104204 (Homeobox-leucine zipper protein
HOX14-like).

También se identificaron algunos genes que codi-
fican proteinas con funcion de factores de transcripcion
tipo Zinc finger, tales como: GRMZM2G012280 (Zinc

226 |

knuckle (CCHC-type) family protein; Zinc finger), el
cual se encontr6 cercano al marcador S1 29322122
identificado en comun por ambos modelos, y
GRMZM?2G344212 (Putative RING zinc finger domain
superfamily protein), cercano al SNP S5 72696410
identificado con modelo single marker. Otro hallaz-
go importante es la identificacion del gen candidato
GRMZM2G163045, el cual produce una proteina
RPP13-like asociada a resistencia a enfermedades.
Otros genes menos comunes pero que recientemente
han sido reportados que estan involucrados e interac-
than entre si en mecanismos de defensa a enfermedades
en plantas son: GRMZM2G094390 (ADP-ribosylation
factor GTPase-activating protein AGD8), GRMZ-
M2G330422 (Analogo en arroz: calcium-transporting
ATPase 9 plasma membrane-type putative expres-
sed), GRMZM2G163095 (Probable ADP-ribosylation
factor GTPase-activating protein AGD11) y GRMZ-
M2G037335 (Phospholipid-transporting ATPase 2),
GRMZM2G037335 (Phospholipid-transporting AT-
Pase 2), GRMZM?2G341741 (Pentatricopeptide repeat-
containing protein At2g13600), GRMZM2G165692
(Importin alpha-2 subunit), GRMZM2G162333 (Pecti-
nesterase or Pectin methylesterase), GRMZM2G115757
(Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase; FK506-binding
protein 2-1), GRMZM2G022619 (60S ribosomal
protein L18a) y GRMZM2G042758 (GDSL esterase/
lipase).

Ciencia, Tecnologia y Salud, 7(2) 2020, 218-235
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Discusion
Analisis fenotipico

El rango de los valores fenotipicos fue suficiente
para diferenciar claramente entre materiales tolerantes
y susceptibles, confirmando la incidencia de la enfer-
medad por infeccion natural. El coeficiente de variacion
refleja niveles de variacion aceptable (11.2%) consi-
derando el elevado nimero de genotipos evaluados.
Los mestizos derivados de las poblaciones nativas
CHIS474, OAXA280, GUAT153, HAIT13 y TABA26
fueron los que mostraron mayores niveles de tolerancia,
por lo que estas poblaciones pueden ser utilizadas como
donadores de tolerancia genética al CMA mediante la
derivacion de lineas tolerantes e introgresion a mate-
riales ¢lite como parte de un programa de pre-mejo-
ramiento.

Heredabilidad

El valor estimado de la heredabilidad concuer-
da con los reportados por Ceballos y Deutsch (1992)
(h?=0.83) y esta en el rango de los valores de heredabi-
lidad en sentido amplio (incluyendo efectos genéticos
no aditivos) obtenidos por Cao y colaboradores (2017)
y Mahuku y colaboradores (2016) (entre 0.54 y 0.96).
Lo anterior confirma la presencia de un fuerte compo-
nente aditivo, lo cual es congruente con los resultados
de Hernandez-Ramos y colaboradores (2015), quienes
encontraron que los efectos del componente aditivo
eran 45 veces mayor que los de dominancia. Conside-
rando que no se detectaron QTL de efecto mayor en este
conjunto de poblaciones, la tolerancia al CMA puede
ser atribuida a los QTL de efecto pequefio identificados
en el analisis GWAS, los cuales podrian ser acumulados
mediante seleccion.

Identificacion de marcadores SNP asociados a
tolerancia a mancha de asfalto

Nuevas regiones asociadas a la tolerancia al CMA
fueron identificadas en el presente estudio. Estas regio-
nes se encuentran ubicadas en bins 1.04, 1.10, 1.11,
2.03, 4.03, 5.03, 6.01, 6.04, 6.05, 6.07, 7.04, 8.02,
10.01, 10.04 y 10.05. La mayoria de los genes candi-
datos identificados en estas regiones codifican proteinas
asociadas a mecanismos de resistencia a enfermedades.
Esto confirma que las poblaciones nativas de maiz cons-
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tituyen una gran fuente de variacion genética, permi-
tiendo identificar nuevas regiones portadoras de genes
de tolerancia a enfermedades. La utilizacion de las
poblaciones nativas mas sobresalientes en programas
de pre-mejoramiento contribuiria a ampliar la base
genética de los cultivares para tolerancia al CMA.

Algunas de las regiones identificadas en el pre-
sente estudio también fueron reportadas por Cao y co-
laboradores (2017) y Li y colaboradores (2016). Estas
regiones se encuentran ubicadas en los cromosomas 1
(bin 1.05 y 1.06), 3 (bin 3.04), 4 (bins 4.08 y 4.09), 5
(bin 5.04) y 7 (bins 7.02 y 7.03) (Cao et al., 2017; Li et
al., 2016). Esto sugiere que estas regiones son consis-
tentes a través de diversas poblaciones, lineas endoga-
micas y poblaciones especiales de mapeo, asi como a
diversas condiciones ambientales. Sin embargo, el QTL
de efecto mayor en el cromosoma 8 bin 8.03 detectado
por Cao y colaboradores (2017) y Li y colaboradores
(2016), no fue detectado en este estudio. Un solo mar-
cador fue detectado en este cromosoma en el bin 8.02.

En cuanto a los modelos empleados, cabe resal-
tar que el conjunto de marcadores identificados con
el modelo BayesB explican una mayor proporcion de
variacion fenotipica comparado con el modelo single
marker (52.26% y 34.25%, respectivamente), lo cual
podria ser importante en términos de prediccion geno-
mica (Meuwissen et al., 2001). Lo anterior no significa
que los marcadores identificados con el modelo single
marker sean menos importantes, ya que la mayoria de
estos marcadores también codifican proteinas relacio-
nadas a la tolerancia a enfermedades. La utilizacion de
ambos modelos puede contribuir a la identificacion de
diferentes regiones y mayor probabilidad de encontrar
genes relacionados.

Identificacion de genes candidatos

La mayoria de genes candidatos identificados
codifican proteinas ampliamente conocidas por estar
asociadas a procesos enzimaticos de transporte, factores
de transcripcion que regulan positivamente la expresion
de genes de resistencia, asi como receptores de sefial
involucrados en mecanismos de tolerancia a enferme-
dades causadas por hongos en maiz, tales como, man-
cha gris de la hoja (Cercospora zeae maydis Tehon &
Daniels), tizon nortefio (Exserohilum turcicum (Pass.)
K.J. Leonard & Suggs), tizon sureiio (Bipolaris maydis
Nisikado & Miyake) y carbon de la espiga (Sphacelo-
theca reiliana (J. G. Kiihn) G. P. Clinton) (Kump et
al., 2011; Poland et al., 2011; Shi et al., 2014; Wang et
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al., 2012). En este estudio se identificaron los factores
WRKY y MYC. El primero ha sido encontrado regu-
lando positivamente la expresion de genes de tolerancia
a enfermedades (Eulgem et al., 2000; Michelmore et
al., 2013; Mohr et al., 2010). El factor MYC ha sido
relacionado con la traduccion de seiial MAPK (del in-
glés, Mitogen-activated protein kinase) que interviene
en mecanismos de resistencia (Tena et al., 2001). Varios
genes identificados en este estudio codifican proteinas
de la familia kinasa, especialmente los LRR-RPK (del
inglés, Leucine-rich repeat receptor-like kinase) que
actuan especificamente como receptores de sefial para
deteccion de patdgenos. Los dominios LRR estan im-
plicados en tolerancia a enfermedades en plantas y
respuesta a estrés, por lo que son considerados genes
de tolerancia (Afzal et al., 2008; Ng & Xavier, 2011;
Romeis, 2001; Torii, 2004; Zan et al., 2013). Varios
genes que codifican estos tipos de proteinas también
fueron identificados en lineas endogamicas (Cao et al.,
2017; Mahuku et al., 2016). La identificacion de mul-
tiples genes con diversas funciones nos da una idea
de la complejidad en el genoma, la expresion génica
y la interaccion de los metabolitos involucrados en el
mecanismo de tolerancia a enfermedades en plantas.

Para concluir, las poblaciones nativas de maiz
constituyen una gran fuente de variacion genética
importante, que permiten la identificacion de nuevas
regiones portadoras de genes de tolerancia a enferme-
dades. Las nuevas tecnologias de genotipado de alto
rendimiento, asi como el desarrollo de los métodos
robustos para analizar la informacion, pueden ser em-
pleadas con éxito para la identificacion de regiones ge-
noémicas y genes asociados a caracteres de importancia
economica. Hace falta investigar mas sobre el tipo de
interaccion que puede ocurrir entre los genes involu-
crados y para un mejor entendimiento desde el punto de
vista bioldgico y bioquimico. Las poblaciones nativas
aqui sefialadas representan recursos genéticos valiosos
para ser incluidas en programas de pre-mejoramiento
con la finalidad de ampliar la base genética de lineas
¢lite para tolerancia al CMA. Los genes candidatos
identificados en este estudio pueden servir de base
para subsecuentes investigaciones, en las cuales se
realice un mapeo fino de tales regiones y desarro-
Ilar marcadores funcionales para el mejoramiento
asistido por marcadores moleculares.

232 |

Agradecimientos

Se agradece la cofinanciacion de la Direccion
General de Investigacion (DIGI) dentro del Programa
Universitario de Investigacion en Alimentacion y Nu-
tricion, partida presupuestal 4.8.63.7.02 del afio 2017.
Especial agradecimiento a Liuba Cabrera, Carlos Sa-
lazar y a Astrid Mérida de la Roca por su apoyo en las
diversas actividades del proyecto.

Referencias

Afzal, A. J., Wood, A. J., & Lightfoot, D. A. (2008).
Plant receptor-like serine threonine kinases: roles
in signaling and plant defense. Molecular Plant-
Microbe Interactions: MPMI, 21(5), 507-517.
https://doi.org/10.1094/MPMI-21-5-0507

Andorf, C. M., Cannon, E. K., Portwood 1II, J. L., Gardiner,
J. M., Harper, L. C., Schaeffer, M. L., Braun, B.
L., Campbell, D. A., Vinnakota, A. G., Sribalusu,
V.V, Huerta, M., Cho, K. T., Wimalanathan, K.,
Richter, J. D., Mauch, E. D., Rao, B. S., Birkett,
S. M., Sen, T. Z., & Lawrence-Dill, C. J. (2016).
MaizeGDB update: new tools, data and interface
for the maize model organism database. Nucleic
Acids Research, 44(D1), D1195-D1201. https://
doi.org/10.1093/nar/gkv1007

Berg, I. van den, Fritz, S., & Boichard, D. (2013). QTL
fine mapping with Bayes C(m): a simulation study.
Genetics Selection Evolution, 45(1), 19, 1-11.
https://doi.org/10.1186/1297-9686-45-19

Brachi, B., Morris, G. P., & Borevitz, J. O. (2011).
Genome-wide association studies in plants:
the missing heritability is in the field. Genome
Biology, 12,232, 1-8. https://doi.org/10.1186/gb-
2011-12-10-232

Bradbury, P. J., Zhang, Z., Kroon, D. E., Casstevens,
T. M., Ramdoss, Y., & Buckler, E. S. (2007).
TASSEL: software for association mapping of
complex traits in diverse samples. Bioinformatics,
23(19), 2633-2635. https://doi.org/10.1093/
bioinformatics/btm308

Ciencia, Tecnologia y Salud, 7(2) 2020, 218-235



David O. Gonzalez-Diéguez, Carlos A. Orozco-Castillo

Cao, S., Loladze, A., Yuan, Y., Wu, Y., Zhang, A.,
Chen, J., Huestis, G., Cao, J., Chaikam, V., Olsen,
M., Prasanna, B. M., San Vicente, F., & Zhang,
X. (2017). Genome-wide analysis of tar spot
complex resistance in maize using genotyping-
by-sequencing SNPs and whole-genome
prediction. Plant Genome, 10(2), 1-14. https://
doi.org/10.3835/plantgenome2016.10.0099

Ceballos, H., & Deutsch, J. A. (1992). Inheritance
of resistance to tar spot complex in maize.
Phytopathology, 82(5), 505-512. https://doi.
org/10.1094/Phyto-82-505

Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo.
(2017, March 12). SeeD Maize Germinate. Tar-
Spot 2011B_Guadalupe-Victoria_Chiapas;
SeeD GWAS GbS Analysis. [Data set]. http://
germinate-stg.seedsofdiscovery.org/maize/

Collard, B. C. Y., Jahufer, M. Z. Z., Brouwer, J. B., &
Pang, E. C. K. (2005). An introduction to markers,
quantitative trait loci (QTL) mapping and marker-
assisted selection for crop improvement: The
basic concepts. Euphytica, 142(1-2), 169-196.
https://doi.org/10.1007/s10681-005-1681-5

Crute, I. R., & Pink, D. (1996). Genetics and utilization
of pathogen resistance in plants. The Plant Cell,
8(10), 1747-1755. https://doi.org/10.1105/
tpc.8.10.1747

Daetwyler, H. D., Bansal, U. K., Bariana, H. S., Hayden,
M. J., & Hayes, B. J. (2014). Genomic prediction
for rust resistance in diverse wheat landraces.
Theoretical and Applied Genetics, 127(8), 1795-
1803. https://doi.org/10.1007/s00122-014-2341-8

Elshire, R. J., Glaubitz, J. C., Sun, Q., Poland, J. A.,
Kawamoto, K., Buckler, E. S., & Mitchell, S.
E. (2011). A robust, simple genotyping-by-
sequencing (GBS) approach for high diversity
species. PLoS ONE, 6(5), €19379. https://doi.
org/10.1371/journal.pone.0019379

Eulgem, T., Rushton, P. J., Robatzek, S., & Somssich,
I. E. (2000). The WRKY superfamily of plant
transcription factors. Trends in Plant Science,
5(5), 199-206. https://doi.org/10.1016/S1360-
1385(00)01600-9

Hernandez-Ramos, L., Sandoval-Islas, J. S., Mahuku,
G., Benitez-Riquelme, 1., & Cruz-Izquierdo, S.
(2015). Genética de la resistencia al complejo

Ciencia, Tecnologia y Salud, 7(2) 2020, 218-235

mancha de asfalto en 18 genotipos tropicales de
maiz. Revista Fitotecnia Mexicana, 38(1), 39-47.

Hock, J., Dittrich, U., Renfro, B. L., & Kranz, J. (1992).
Sequential development of pathogens in the maize
tarspot disease complex. Mycopathologia, 117(3),
157-161. https://doi.org/10.1007/BF00442777

Hock, J., Kranz, J., & Renfro, B. L. (1989). El
“complejo mancha de asfalto” de maiz, su
distribucion geografica, requisitos ambientales
e importancia economica en México. Revista
Mexicana de Fitopatologia, 7(2), 129-135.

Red SICTA/IICA/Cooperacion Suiza. (2011).
Reconocimiento en campo de la mancha de
asfalto. http://repiica.iica.int/docs/b3473¢/
b3473e.pdf

Kump, K. L., Bradbury, P. J., Wisser, R. J., Buckler,
E. S., Belcher, A. R., Oropeza-Rosas, M. A.,
Zwonitzer, J. C., Kresovich, S., McMullen, M.
D., Ware, D., Balint-Kurti, P. J., & Holland, J.
B. (2011). Genome-wide association study of
quantitative resistance to southern leaf blight in
the maize nested association mapping population.
Nature Genetics, 43(2), 163-168. https://doi.
org/10.1038/ng.747

Li, X., Zhou, Z., Ding, J., Wu, Y., Zhou, B., Wang,
R., Ma, J., Wang, S., Zhang, X., Xia, Z., Chen,
J., & Wu, J. (2016). Combined linkage and
association mapping reveals QTL and candidate
genes for plant and ear height in maize. Frontiers
in plant science, 7, 833. https://doi.org/10.3389/
fpls.2016.00833

Loladze, A., Rodrigues, F. A., Toledo, F., San Vicente,
F., Gérard, B., & Boddupalli, M. P. (2019).
Application of remote sensing for phenotyping
tar spot complex resistance in maize. Frontiers
in Plant Science, 10, 552. https://doi.org/10.3389/
pls.2019.00552

Lu, Y., Shah, T., Hao, Z., Taba, S., Zhang, S., Gao,
S., Liu, J., Cao, M., Wang, J., Prakash, A. B.,
Rong, T., & Xu, Y. (2011). Comparative SNP
and haplotype analysis reveals a higher genetic
diversity and rapider LD decay in tropical than
temperate germplasm in maize. PLoS ONE,
6(9), e24861. https://doi.org/10.1371/journal.
pone.0024861

| 233



Marcadores (SNP) y genes candidatos asociados a la resistencia a mancha de asfalto en maiz

Mahuku, G., Chen, J., Shrestha, R., Narro, L. A.,
Guerrero, K. V. O., Arcos, A. L., & Xu, Y. (2016).
Combined linkage and association mapping
identifies a major QTL (qRtsc8-1), conferring tar
spot complex resistance in maize. Theoretical and
Applied Genetics, 129(6), 1217-1229. https://doi.
org/10.1007/s00122-016-2698-y

Mahuku, G., San Vicente, F., & Shrestha, R. (2013).
Complejo mancha de asfalto del maiz: Hechos
y acciones. Folleto Técnico. http://conservacion.
cimmyt.org/index.php/es/component/docman/
doc_download/922-tarspot

Meuwissen, T. H., Hayes, B. J., & Goddard, M. E.
(2001). Prediction of total genetic value using
genome-wide dense marker maps. Genetics,
157(4), 1819-1829.

Michelmore, R. W., Christopoulou, M., & Caldwell,
K. S. (2013). Impacts of resistance gene
genetics, function, and evolution on a durable
future. Annual Review of Phytopathology, 51(1),
291-319. https://doi.org/10.1146/annurev-
phyto-082712-102334

Mohr, T. J., Mammarella, N. D., Hoff, T., Woffenden, B.
J., Jelesko, J. G., & McDowell, J. M. (2010). The
Arabidopsis downy mildew resistance gene RPP8
is induced by pathogens and salicylic acid and
is regulated by W box cis elements. Molecular
Plant-Microbe Interactions, 23(10), 1303-1315.
https://doi.org/10.1094/MPMI-01-10-0022

Monterroso, D., Gallardo, N., & Zuiiiga, A. (1974).
Informe del programa de investigacion de maiz
y frijol. Proyecto de Colaboracion Ministerio de
Agricultura-Facultad de Agronomia. Facultad
de Agronomia, Universidad de San Carlos de
Guatemala.

Mottaleb, K. A., Loladze, A., Sonder, K., Kruseman,
G., & San Vicente, F. (2019). Threats of tar spot
complex disease of maize in the United States of
America and its global consequences. Mitigation
and Adaptation Strategies for Global Change,
24(2), 281-300. https://doi.org/10.1007/s11027-
018-9812-1

Ng, A., & Xavier, R. J. (2011). Leucine-rich repeat
(LRR) proteins. Autophagy, 7(9), 1082-1084.
https://doi.org/10.4161/auto.7.9.16464

Pereyda-Hernandez, J., Hernandez-Morales, J.,
Sandoval-Islas, J. S., Aranda-Ocampo, S., Léon,

234 |

C. de, & Gomez-Montiel, N. (2009). Etiology
and management of tar spot (Phyllachora maydis
Maubl.) of maize in Guerrero state, México.
Agrociencia, 43(5), 511-519.

Pérez-Rodriguez, P., & de los Campos, G. (2014).
Genome-wide regression and prediction with
the BGLR statistical package. Genetics, 198(2),
483-495. https://doi.org/10.1534/genetics.
114.164442

Poland, J. A., Bradbury, P. J., Buckler, E. S., & Nelson,
R. J. (2011). Genome-wide nested association
mapping of quantitative resistance to northern
leaf blight in maize. Proceedings of the National
Academy of Sciences, 108(17), 6893-6898. https://
doi.org/10.1073/pnas.1010894108

Portwood 11, J. L., Woodhouse, M. R., Cannon, E. K.,
Gardiner, J. M., Harper, L. C., Schaeffer, M. L.,
Walsh, J. R., Sen, T. Z., Cho, K. T., Schott, D. A.,
Braun, B. L., Dietze, M., Dunfee, B., Elsik, C. G.,
Manchanda, N., Coe, E., Sachs, M., Stinard, P.,
Tolbert, J., ... Andorf, C. M. (2019). MaizeGDB
2018: the maize multi-genome genetics and
genomics database. Nucleic Acids Research,
47(D1), D1146-D1154. https://doi.org/10.1093/
nar/gky1046

Pritsch, C. (2001). El pre-mejoramiento y la utilizacion
de los recursos fitogenéticos. In IICA-PROCISUR.
Estrategias en Recursos Fitogenéticos para los
Paises del Cono Sur. Montevideo, Uruguay.
Instituto Interamericano de Cooperacién para la
Agricultura.

R-Core Team. (2017). R: 4 language and environment
for statistical computing. https://www.r-project.
org/

Romeis, T. (2001). Protein kinases in the plant defence
response. Current Opinion in Plant Biology, 4(5),
407-414.

Shi, L., Lv, X., Weng, J., Zhu, H., Liu, C., Hao, Z.,
Zhou, Y., Zhang, D., Li, M., Ci, X,, Li, X., &
Zhang, S. (2014). Genetic characterization and
linkage disequilibrium mapping of resistance to
gray leaf spot in maize (Zea mays L.). The Crop
Journal, 2(2), 132-143. https://doi.org/10.1016/].
¢j.2014.02.001

Speed, D., Cai, N., Consortium, the U., Johnson,
M. R., Nejentsev, S., & Balding, D. J. (2017).
Reevaluation of SNP heritability in complex

Ciencia, Tecnologia y Salud, 7(2) 2020, 218-235



David O. Gonzalez-Diéguez, Carlos A. Orozco-Castillo

human traits. Nature Genetics, 49(7), 986-992.
https://doi.org/10.1038/ng.3865

Tena, G., Asai, T., Chiu, W.-L., & Sheen, J. (2001).
Plant mitogen-activated protein kinase signaling
cascades. Current Opinion in Plant Biology,
4(5), 392-400. https://doi.org/10.1016/S1369-
5266(00)00191-6

Torii, K. U. (2004). Leucine-rich repeat receptor
kinases in plants: structure, function, and signal
transduction pathways. International Review of
Cytology, 234, 1-46. https://doi.org/10.1016/
S0074-7696(04)34001-5

Wang, M., Yan, J., Zhao, J., Song, W., Zhang, X., Xiao,
Y., & Zheng, Y. (2012). Genome-wide association
study (GWAS) of resistance to head smut in

Ciencia, Tecnologia y Salud, 7(2) 2020, 218-235

maize. Plant Science, 196, 125-131. https://doi.
org/10.1016/j.plantsci.2012.08.004

Yu, J., Pressoir, G., Briggs, W. H., Vroh Bi, ., Yamasaki,
M., Doebley, J. F., McMullen, M. D., Gaut, B.
S., Nielsen, D. M., Holland, J. B., Kresovich, S.,
& Buckler, E. S. (2006). A unified mixed-model
method for association mapping that accounts for
multiple levels of relatedness. Nature Genetics,
38(2), 203-208. https://doi.org/10.1038/ng1702

Zan, Y., Ji, Y., Zhang, Y., Yang, S., Song, Y., &
Wang, J. (2013). Genome-wide identification,
characterization and expression analysis of
populus leucine-rich repeat receptor-like protein
kinase genes. BMC Genomics, 14, 318. https://
doi.org/10.1186/1471-2164-14-318

| 235



Ciencia, Tecnologia y Salud, Vol. 7, Num. 2, 2020
ISSN: 2410-6356 (impreso) / 2409-3459 (electronico)

Articulo de Revision / Review Article

Biomarcadores suPAR y citocinas en la deteccion temprana
de cancer gastrico

suPAR and cytokines as biomarkers in early detection of gastric cancer

Carmen I. Villagran-Blanco

Doctorado en Ciencias Biomédicas, Escuela de Estudios de Postgrado, Facultad de Ciencias Médicas,
Universidad de San Carlos de Guatemala

*Autor al que se dirige la correspondencia: carmendetercero@gmail.com

Recibido: 02 de marzo 2020 / Revision: 21 de abril 2020 / Aceptado: 14 de julio 2020

Resumen

1 cancer gastrico (CG) es un problema prevalente a nivel mundial, presentandose aproximadamente 18 millones

de casos nuevos en el aiio 2018, representa el 5.7% del total de canceres, siendo la quinta neoplasia maligna
mas comun en el mundo. En Guatemala se situa entre los primeros cinco canceres respecto a morbilidad y mor-
talidad. El CG se ha asociado de manera contundente a infeccion por Helicobacter pylori el cual desencadena un
proceso inflamatorio crénico; adicionalmente algunas cepas de H. pylori producen toxinas bacterianas capaces
de inducir cambios celulares que conllevan al desarrollo del proceso neoplasico. La alta mortalidad por CG en
parte, se relaciona con la etapa tardia en la que se diagnostica ya que se requiere el uso de métodos invasivos, lo
que dificulta su deteccion temprana. El objetivo de la presente revision, fue realizar una narrativa de los estudios
y las evidencias cientificas, respecto de la identificacion de biomarcadores séricos en la deteccion temprana del
cancer gastrico. Se revisaron dos tipos de biomarcadores, la proteina soluble uPAR (suPAR) que es el receptor del
activador del plasminogeno (uroquinasa) y promotora de angiogénesis y por otro lado, la deteccion sérica de las
citocinas IL-1p, IL-6, TNFa, IL-10, IFNy, IL-4 ¢ IL-17 en el CG asi como su potencial utilidad en su deteccion
temprana. Estos biomarcadores fueron seleccionados por la ventaja que tendrian de ser métodos no invasivos que
podrian mejorar la deteccion, tratamiento y prondstico de esta enfermedad.

Palabras claves: Lesion gastrica, Helicobacter pylori, IL-1B, IFNy, IL-10

Abstract

Gastric cancer (GC) is a prevalent problem worldwide, presenting approximately 18 million new cases in 2018,
representing 5.7% of all cancers, being the fifth most common malignancy in the world. In Guatemala it is
among the first five cancers in terms of morbidity and mortality. CG has been strongly associated with Helicobacter
pylori infection, which triggers a chronic inflammatory process; additionally, some strains of H. pylori produce
bacterial toxins capable of inducing cellular changes that lead to the development of cancer. The high mortality
due to GC in part is related to the late stage in which it is diagnosed since the use of invasive methods is required,
making it difficult to detect it early. The objective of this review was to make a narrative of the studies carried out
and the scientific evidence regarding the identification of serum biomarkers in the early detection of gastric cancer.
Two types of biomarkers were reviewed, the soluble protein uPAR (suPAR) which is the receptor for plasminogen
activator (urokinase) and promoter of angiogenesis and, on the other hand, serum detection of cytokines IL-1,
IL-6, TNFa, IL-10, IFNy, IL-4 and IL-17 in the CG as well as its potential usefulness in its early detection. These
biomarkers were selected for the advantage they would have of being non-invasive methods that could improve
the detection, treatment and prognosis of this disease.

Keywords: Gastric lesion. Helicobacter pylori, IL-1B, IFNy, IL-10
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Introduccion

El cancer gastrico (CG) es un problema de salud
a nivel mundial, presentandose 18 millones de nuevos
casos para el 2018, siendo el quinto en prevalenciay la
neoplasia mas frecuente del tubo digestivo en el mun-
do. La incidencia se estima en casi un millén de casos
anuales y es la cuarta causa de muerte por cancer. En
Guatemala, se presentan mas de 15.4 casos por 100,000
habitantes, ocupando el primer lugar en incidencia de
las neoplasias malignas al considerar ambos sexos; de
acuerdo a la tasa estandarizada de mortalidad, ocupa
el primer lugar como causa de muerte entre los can-
ceres registrados, seguido por el cancer de cérvix en
mujeres y de prostata en hombres (Bray et al., 2018).
Existen diversos factores de riesgo para padecer este
tipo de cancer, entre ellos, la edad avanzada, el sexo
masculino, predisposicion genética relacionada con el
complejo mayor de histocompatibilidad (HLA) (He-
rrera-Goepfert, 2004), asi mismo otros factores como
la pobreza, dieta, estilo de vida que condiciona sobre-
peso y obesidad y la infeccion por Helicobacter pylori
(Nagini, 2012).

Se ha descrito que H. pylori es la mayor causa
de CG especialmente de la parte distal del estdmago,
y ha sido categorizado, como carcinégeno humano. La
asociacion de la infeccion por H. pylori con CG ya
se ha demostrado por varios investigadores, incluso
ilustrando la progresion histologica del mismo desde
las primeras etapas inflamatorias. Se ha observado que
durante la infeccion por H. pylori, éste se ubica en el
antro gastrico y a lo largo de los afios afecta el tejido
a su alrededor, ocasionado distintos grados y tipos de
lesiones como gastritis crénica, la cual evoluciona a
atrofia, metaplasia, displasia y posteriormente a ade-
nocarcinoma (Correa & Houghton, 2007). La infeccion
por H. pylori, también esta ligada a algunos tipos de
linfomas gastricos (El-Omar et al., 2000). Se ha demos-
trado que la erradicacion de H. pylori reduce incluso
el riesgo de padecer CG en familiares de pacientes que
sufrian CG (Choi et al., 2020).

Respecto a la alta letalidad del CG, se conside-
ra que se debe por un lado a la etapa tardia en que
se diagnostica por presentar pocos sintomas y ser de
larga duraciodn, asi mismo a los métodos utilizados en
su deteccion, los cuales requieren personal y equipo
especializado, tales como la gastroscopia y la obser-
vacion de la biopsia gastrica (Catalano et al., 2009).
La patogénesis del H. pylori en enfermedad géstrica
premaligna y maligna, se desencadena por un proceso
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inflamatorio crénico persistente (Peek et al., 2010; Pe-
trovchich & Ford, 2016). El proceso induce la produc-
cion de una diversidad de moléculas cuya identificacion
y cuantificacion pudiese ser de utilidad en la deteccion
temprana de lesiones premalignas y CG. Una molécula
muy estudiada, es el receptor de la uroquinasa, enzima
activadora del plasmindgeno (uUPAR), la que activa vias
de sefializacion celular relacionadas con aumento en
la capacidad proliferativa, invasiva y metastasica del
tumor (Alpizar-Alpizar et al., 2010).

Por otro lado, la respuesta inflamatoria que es-
timula la infeccion por H. pylori, involucra la activa-
cion del sistema inmune generando la produccion de
diversas citocinas que median la respuesta inflamatoria.
Algunas citocinas han sido estudiadas como predic-
tores tempranos de una lesion maligna, entre ellas la
IL-1B, IL-6, TNFa, IL-10, IFNy e IL-4, postulandose
que podrian predecir tempranamente la malignidad de
una lesion gastrica, aunque los estudios recomiendan
otras investigaciones para profundizar esta hipotesis
(Sanchez-Zauco et al., 2017). Se ha estudiado también
que los polimorfismos en el gen de IL-17 se relacionan
con el riesgo de sufrir CG (Long et al., 2015).

La posibilidad de utilizar biomarcadores séricos
ha sido analizada por varios autores por lo que se hace
necesario realizar una revision que discuta el valor
de los mismos en el diagndstico temprano de CG en
funcién de mejorar su deteccion, tratamiento y pronésti-
co. Por lo que la presente revision tiene como objetivo
delimitar la funcion de las moléculas mencionadas en
el desarrollo de CG y la utilidad de las mismas en la de-
teccion de enfermedad géstrica premaligna y maligna.

Contenido

Epidemiologia del cancer gastrico

El CG es el crecimiento descontrolado de las cé-
lulas del estdémago, originandose ya sea en la mucosa,
muscular o serosa. Es un problema prevalente a nivel
mundial, ocupa el cuarto lugar en incidencia de todos
los canceres, la cual se estima en casi un millon de casos
nuevos anuales, es la tercera causa de muerte por cancer
en los paises menos desarrollados, y la cuarta causa
de muerte por cancer a nivel mundial. Es el quinto en
incidencia de todos los canceres a nivel mundial. Se
estima que el 70% de casos de CG ocurren en paises
menos desarrollados, siendo 667,000 casos y se pre-
senta predominantemente en hombres. De acuerdo a
la Sociedad Americana de Cancer, la mayoria de los
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pacientes de CG son mayores de 50 afios al momento
del diagnostico (American Cancer Society, 2018).

En relacion con la mortalidad, el CG es el cuar-
to mas mortal a nivel mundial, después del cancer de
pulmon, colorrectal e higado (Bray et al., 2018). Las
tasas mortalidad varian geograficamente, siendo par-
ticularmente elevadas en los paises subdesarrollados.
La sobrevida a cinco afios después del diagnostico es
menor al 30% en la mayoria de los paises, lo cual se
atribuye principalmente a que, en la mayoria de los ca-
sos, la enfermedad es diagnosticada en etapa avanzada,
cuando la probabilidad de tratamiento efectivo es escasa
(Bertuccio, 2009).

En Guatemala, segtin datos de Globocan, se pre-
sentan 13.3 casos por 100,000 habitantes y ocupa el
quinto lugar entre todos los canceres registrados en
ambos sexos, lo antecede el de cérvix en mujeres, el
de prostata en hombres y el colorrectal en ambos, en
cuanto a mortalidad, tiene una tasa de 8.2 por 100,000
habitantes ocupando el tercer lugar en ambos sexos
(Bray et al., 2018)

Debido a su importante morbi-mortalidad la
prevencion del CG es una medida epidemiolédgica de
impacto, una de ellas es evitar o erradicar los factores
externos desencadenantes, tales como la infeccion por
H. pylori (Fock, 2014). Se considera asimismo imple-
mentar el diagnostico temprano y el monitoreo del pa-
ciente (Pasechnikov, 2014).

Diagnostico y clasificacion del CG

La patogénesis del CG es un proceso complejo y
multifactorial entre los que se describen los relaciona-
dos con el estilo individual de vida, como el consumo
de tabaco; la carga genética de la personas, incluyendo
marcadores de la region HLA-DQ que son determi-
nantes inmunogénicos en la patogenia y la infeccion
H. pylori que genera un proceso inflamatorio crénico
(Hayakawa et al., 2016; Petrovich & Ford, 2016). El
consenso mexicano incluye la historia familiar de CG
como otro factor de riesgo (Icaza-Chavez et al., 2020).
La infeccion por H. pylori, y su interaccion con la mu-
cosa gastrica, desencadena una respuesta inflamatoria
cronica, alterando la mucosa géstrica con el subsiguien-
te desarrollo de atrofia metaplasia, displasia y cancer
(Yoshida et al., 2013).

El diagnostico de CG se establece por medio de
la observacion histologica del tejido gastrico obtenido
por biopsia realizada por especialista, este método es
fundamental para la evaluacion de la presencia de célu-
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las malignas, asi como el grado de degeneracion celular
que se presente. Para la clasificacion internacional de
tumores se utiliza la estadificacion TNM. La Sociedad
Americana del Cancer publico la clasificacién anato-
mica de acuerdo a la localizacion del tumor, en donde
T, es la localizacion inicial del tumor, N, se refiere a la
localizacion de ganglios linfaticos afectados, y M, se
refiere lesiones distantes o metastasis (Espejo & Na-
varrete, 2003).

La clasificacion inicial del tumor, sigue siendo
de utilidad ya que contribuye una guia importante para
la toma de decisiones clinicas respecto a un paciente.
Otros criterios especificos para la clasificacion del CG,
se basan en sus caracteristicas microscopicas e histo-
logicas, existiendo diferentes sistemas de clasificacion
del CG, como el sistema japonés, el de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) (Mariette et al., 2018), el
de Lauren (Lauren., 1965 y de Catalano et al., 2005).

El sistema de Lauren es el mas utilizado y divide
al CG en dos subtipos, intestinal y difuso, los cuales
presentan diferencias importantes a nivel epidemiolo-
gico, etiopatologico y molecular (Catalano et al., 2005;
Correa & Houghton, 2007).

El 95% de canceres gastricos son adenocarcino-
mas, la clasificacion macroscopica mas utilizada es la
de Borrmann, de acuerdo a la cual existen cuatro tipos:
Polipoide, cuando esta muy bien circunscrito, fungoide,
que se denomina asi cuando la forma polipoide tiene
una clara infiltracion central, ulcerado, son tumores
ulcerados y el infiltrativo que presenta linitis plastica.

La localizacion anatomica del tumor maligno en
el estdbmago es también considerada como un parametro
importante para la clasificacion del CG. De acuerdo a la
localizacion anatdmica se pueden distinguir dos tipos de
cancer gastrico: aquellos localizados en la region distal
(cancer no cardial) y los que se localizan en la region
mas proximal de este 6rgano (cancer cardial). Estos
dos subtipos anatomicos de CG presentan diferencias
importantes en su etiologia y epidemiologia (Hansen
et al., 2007; McColl, 2006).

Desde el punto de vista histologico, el CG tam-
bién puede tener distintos patrones, la OMS recomien-
da clasificarlo también por su grado de diferenciacion
en: adenocarcinoma, adenocarcinoma papilar, adeno-
carcinoma tubular, adenocarcinoma mucinoso, ade-
nocarcinoma de células de sello de anillo, carcinoma
adenoescamoso, carcinoma de células escamosas, car-
cinoma de células pequefias y carcinoma pobremente
diferenciado.
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Los mencionados sistemas de clasificacion per-
miten una mejor comprension de la histogénesis y la
biologia del cancer gastrico, pero tienen una utilidad
clinica limitada para guiar la terapia del paciente debido
a la heterogeneidad molecular del CG.

La progresion del cancer gastrico (segtn clasifi-
cacion de Lauren) tipo intestinal a partir de un proceso
de gastritis cronica por H. pylori, da como resultado
un proceso de atrofia, caracterizado por la destruccion
de las glandulas y el reemplazo con tejido fibroso o
metaplasia, considerada el primer paso en la cascada
de desarrollo del carcinoma gastrico de tipo intestinal
el cual pasa hacia displasia, dicho proceso fue descrito
desde 1988 por Pelayo Correa, ésta cascada en la evo-
lucién, ha sido usada hasta la actualidad (Yakirevich
& Resnick, 2013).

Los adenocarcinomas pertenecientes al tipo difu-
so se ha observado que tienen un comportamiento mas
agresivo y peor prondstico que los del tipo intestinal
(Piazuelo & Correa, 2013). La Tabla 1 resume los sis-
temas de clasificacion del CG.

Por otro lado, la gastritis cronica se considera un
paso previo al CG, el sistema Sydney para la clasifica-
cion de gastritis, enfatiza algunos aspectos importan-
tes, toma en cuenta también la topografia, morfologia
y la etiologia de la misma con el proposito de mejorar
el diagnostico, aportando resultados reproducibles y
utiles desde el punto de vista clinico. Este sistema se
evalud en Houston en 1994, se revisaron las categorias
principales de esta patologia en: estomago atrofico y
no atroéfico como dos grandes categorias, no obstante
su aplicabilidad ha sido tema de debate (Rugge et al.,
2007).

Basandose en el conocimiento actual de las ba-
ses bioldgicas del desarrollo de la gastritis, incluyendo
las experiencias mundiales mediante la aplicacion del
sistema Sydney por mas de 15 afios, un grupo de pato-
logos se reuni6 en el conocido “Enlace Operativo para
la Evaluacion de la Gastritis” (OLGA por sus siglas en
ingles) y propuso un sistema para estadificar la gastritis,
organizando los tipos histologicos de gastritis a lo largo
de una escala de riesgo de evolucionar a cancer gastrico
el cual aumenta progresivamente desde el mas bajo ries-
go, etapa 0 hasta el mas alto etapa I'V. La revision del
sistema Sydney, establecio que se deben tomar varias
biopsias gastricas para explorar los diferentes compar-
timentos de la mucosa para tener una mejor evaluacion
y correlacion clinica (Molaei et al., 2016). El consenso
mexicano de deteccion y tratamiento del CG temprano,
recomienda la cromo endoscopia como método de diag-
nostico inicial (Icaza-Chavez et al., 2020).
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Infeccion por H. pylori en CG

H. pylori es un bacilo Gram negativo, flagelado,
patdgeno para el ser humano, identificado como agen-
te productor de cancer gastrico. Esta bacteria; posee
una gran variabilidad genética, existiendo cepas que
producen reaccion inflamatoria cronica y secretan ha-
cia el interior de célula gastrica toxinas que dafian el
epitelio gastrico de forma cronica y persistente. Entre
los mecanismos de virulencia, se encuentran las toxinas
codificadas en genes Vac Ay Cag A4 en la isla de pa-
togenicidad conocida como Cag-PAl, la cual contiene
alrededor de 30 genes que codifican para un complejo
proteico llamado sistema de secrecion tipo 1V, el cual
se encuentra en cerca del 60% de las cepas de H. pylori,
pero con variaciones entre poblaciones. Este sistema de
secrecion introduce una serie de moléculas al citoplas-
ma de las células epiteliales de la mucosa gastrica, entre
ellas la proteina CagA (Shaffer et al., 2011).

Estudios llevados a cabo con ratones transgénicos
han demostrado que CagA es una oncoproteina capaz
de inducir la formacion de cancer en el epitelio gas-
trico (Ohnishi, 2008; Yamaoka, 2010). Una vez en el
citoplasma, CagA es fosforilada y esto desencadena
una serie de eventos a nivel intracelular que incluyen
rearreglos del citoesqueleto, provocando alteraciones
en la polaridad de las células epiteliales, induccion de
la expresion de mediadores inflamatorios y activacion
de mecanismos de sefializacion que aumentan la pro-
liferacion celular, entre otros (Naumann et al., 2017,
Polk & Peek, 2010).

También se han descrito otros mecanismos de
patogenicidad asociados a Cag-PAI pero independien-
tes de la translocacion o fosforilacion de CagA, por
ejemplo el nivel de fosforilacion de la tirosina de CagA
en las células del hospedero esta influenciado por las
diferentes regiones EPIYA denominadas asi por la se-
cuencia aminoacidica que poseen, si CagA tiene mayor
nimero de EPIYAS presenta una mayor union a sus
dianas intracelulares por lo tanto una mayor actividad
y la sub siguiente transformacion a célula maligna sera
mayor (Backert & Blaser, 2016; Cover, 2016; Naumann
etal.,, 2017).

Adicionalmente, VacA es una proteina citotoxica,
codificada por el gen VacA, que induce la formacion de
vacuolas que producen una serie de dafios intracelulares
en el epitelio gastrico (Polk & Peek, 2010). Aunque
todas las cepas de H. pylori producen esta proteina, los
niveles de expresion varian en funcion del genotipo de
polimorfismos presentes en tres sitios especificos del
gen VacA, denominados region sefial (s), region media
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(m) y region intermedia (i). Ciertos haplotipos de es-
tos sitios polimorficos han sido asociados con un ma-
yor riesgo de desarrollar CG (Cover & Blanke, 2005).
Las variantes genotipicas de Vac slml Cag A+ se ha
encontrado que estan mas asociadas a ulcera gastrica,
ulcera duodenal y CG produciendo un alto grado de ac-
tividad neutrofilica, desarrollo de metaplasia intestinal
y concentraciones locales muy altas de IFNy e IL- 12
(Vinagre et al., 2018).

En tal sentido, la patogénesis del H. pylori para
el desarrollo de enfermedad gastrica premaligna y ma-
ligna, se relaciona con un proceso inflamatorio crénico
persistente iniciado por la estimulacion antigénica del
H. pylori, la cual dafia la célula gastrica de forma irre-
versible (Parsonnet et al., 1991).

Métodos de diagnosticos de infeccion por
H. pylori

La infeccion por H. pylori, se encuentra geogra-
ficamente localizada en paises en desarrollo, los paises
desarrollados practicamente han erradicado esta infec-
cion, sin embargo, a pesar de eso se considera que la
mitad de la poblacién mundial se encuentra colonizada
por ésta bacteria (Hunt et al., 2010).

Entre los métodos de diagnostico de H. pylori
se encuentran los invasivos como la biopsia gastrica,
que es considerado el estandar de oro; las desventajas
de este método consisten en la necesidad de realizar el
procedimiento bajo anestesia y en sala adecuada, uso
de gastroscopio, pinzas de biopsia y ademas requiere
personal especializado tanto para la toma de la muestra,
como para la observacion de la bacteria. El diagnostico
de H. pylori inicialmente, en la consulta médica, se hace
de una forma préctica por la deteccion urea en aliento,
o niveles séricos de anticuerpos anti H. pylori o por la
identificacion de antigenos de H. pylori en las heces.

Entre estos, la identificacion de antigenos de H.
pylori en heces tiene una gran facilidad de realizacion,
su sensibilidad y especificidad es comparable con la
deteccion de urea en el aliento que tiene también una
alta sensibilidad y especificidad (Gomez et al., 2015;
Graham & Miftahussurur, 2018).

A pesar de lo anterior, una reciente revision siste-
matica de los métodos no invasivos de diagnéstico de
infeccion por H. pylori, concluyen que no hay claridad
para afirmar si las pruebas de urea en aliento, la deter-
minacion de anticuerpos séricos o la determinacion de
antigenos en heces pueden ser adecuadas para identificar
si alguien tiene infeccion por H. pylori (Best et al., 2018).
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Biomarcadores usados en deteccion de CG

La identificacion de biomarcadores basados en
la historia clinica y el analisis genético de la persona,
puede mejorar el prondstico del cancer gastrico. Existen
diversas clases de biomarcadores detectables en tejido
y en sangre que pueden ayudar a la deteccion temprana
de la enfermedad. Entre los biomarcadores estudiados
se mencionan marcadores genéticos, de crecimiento ce-
lular, del ciclo celular, de adhesion celular, mediadores
inmunoldgicos, inestabilidad de microsatélites, altera-
ciones epigenéticas, polimorfismos genéticos, circula-
cion de células tumorales, circulacion de ADN, micro
ARN, marcadores especificos del estomago. Entre los
biomarcadores estudiados sobresalen las toxinas de H.
pylori CagA'y VacA. También la IL-1f ha sido descrita
como un marcador de la progresion del cancer gastrico
asociado a H. pylori (Matsuoka & Yashiro, 2018).

Otras moléculas séricas estudiadas han sido anti-
cuerpos anti pepsindgenos y anticuerpos anti H. pylori,
algunos estudios han demostrado que titulos de estos
anticuerpos proporcionan indices para inferir el desa-
rrollo de cancer gastrico en personas infectadas por H.
pylori (Yoshida et al., 2013).

Proteina soluble uPAR y deteccion de CG

Estudios previos han sefialado, que ésta es el re-
ceptor del activador del plasmindgeno de tipo uroquina-
sa (uPA) que esta implicado en la metastasis de células
tumorales al degradar la matriz extracelular. La proteina
suPAR participa en el sistema activador de plasmino-
geno. Este sistema comprende un grupo de proteinas
que actiian en forma secuencial para convertir al zimo-
geno plasminogeno en la enzima activa, plasmina, una
serina-proteasa capaz de degradar componentes de la
matriz extracelular como fibrina, fibronectina, laminina
y vitronectina (Liotta et al., 1981).

Otros sustratos de la plasmina son el factor de cre-
cimiento y transformacion celular B (TGFp), la forma
zimogénica de su propio activador (pro-uPA) y algunas
pro- metaloproteasas de matriz extracelular (MMPs). El
plasminogeno es activado mediante corte proteolitico
por dos serina-proteasas: el activador de plasmindgeno
tisular (tPA) y el activador de plasmindgeno uroquinasa
(uPA). tPA es relevante en la generacion de plasmina
para la fibrinolisis vascular, mientras que uPA desem-
pefia un papel crucial en procesos de remodelacion de
tejido, tanto en homeostasis como en patologias como
el cancer. Se ha descrito que la proteina uPAR, induce la
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activacion de vias de sefializacion celular relacionadas
con aumento en la capacidad proliferativa, invasiva y
metastasica producto de su interaccion con integrinas
(Blasi & Carmeliet, 2002; Smith & Marshall, 2010;
Yu et al., 1997).

Recientemente, se ha propuesto que H. pylori
esta implicado en la induccion de uPAR en el epitelio
gastrico no neoplasico (Alpizar-Alpizar et al., 2010).
La expresion de uPAR en células de cancer también ha
sido reportada para el CG (intestinal y difuso), prin-
cipalmente en aquellas que se desprenden del creci-
miento tumoral primario y se encuentran inmersas en el
microambiente estromal (Alpizar-Alpizar et al., 2012;
Migita et al., 1999).

Se ha estudiado también la relacion de los distin-
tos tipos de células que expresan uPAR y el crecimiento
de una lesion maligna en la sobrevida de los pacientes
que padecen CG, encontrandose que las células malig-
nas que expresan UPAR podrian predecir la sobrevida
de los pacientes, concluyendo que la presencia de este
tipo de células podria identificar tumores malignos mas
agresivos (Alpizar-Alpizar et al., 2012).

Otros estudios han evaluado el valor diagndstico
y significancia de la proteina soluble uPAR en pacientes
con CG respecto a controles sanos. Se ha demostrado
una diferencia significativa en los niveles de ambos
grupos, siendo aun mas altos cuando los pacientes pre-
sentaron metastasis. Respecto al prondstico, el cancer
con mal pronostico correlaciona con valores séricos
elevados de la proteina suPAR (Fidan et al., 2013).

En otro estudio que incluy6 un grupo de 48 pa-
cientes con patologia gastrointestial que incluia: cancer
esofagico, gastrico y colorrectal, se demostrd que las
concentraciones séricas de suPAR fueron significati-
vamente mas altas (p =.0002) en el grupo de estos pa-
cientes respecto al grupo control (Usnarska-Zubkiewicz
etal., 2014).

Recientemente un estudio en pacientes guate-
maltecos provenientes de los hospitales Roosevelt e
Instituto de Cancerologia (Incan), concluyo que los
niveles séricos de la proteina uPAR, se encuentran sig-
nificativamente elevados en pacientes con CG respecto
a sus controles sanos apareados por edad y sexo. Se
estudiaron pacientes adultos, 68 con diagnoéstico de
adenocarcinoma gastrico y 136 controles, los resul-
tados indicaron que los niveles plasmaticos uPAR en
pacientes con cancer gastrico, fueron significativamente
mas altos comparados con el grupo control y que el
tipo microscopico de tumor (intestinal vs difuso), no
tuvo un efecto significativo sobre los niveles de uPAR,
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sugiriendo que los niveles plasmaticos de uPAR pue-
den tener un potencial como prueba de tamizaje para
la deteccion de cancer gastrico, sin interferencia con
la edad o el sexo del paciente (Wellmann et al., 2018).

Citocinas en infeccion por H. pylori y CG

De acuerdo con Negovan y colaboradores (2019),
la interleucina 1 (IL-1), es una citocina proinflamatoria
que inhibe la secrecion de acido gastrico, promueve un
aumento en la colonizacion de H. pylori conduciendo
a una gastritis mas severa, esta relacionada en la car-
cinogénesis posterior y progresion tumoral. La IL-1
comprende tres genes relacionados, IL-1A, IL-1B e
IL-1RN, que codifican IL-1a, IL-1p e IL-1 (IL-1ra), el
antagonista del receptor, respectivamente. IL-1ra (una
citocina antiinflamatoria) se une al receptor correspon-
diente para IL-1 y controla su accion. IL1-f esta invo-
lucrado en iniciar y amplificar la inflamacion que se
manifiesta como respuesta a la infeccion por H. pylori,
disminuyendo la secrecion de acido gastrico.

LaIL-10, es una citocina antiinflamatoria que tie-
ne un rol importante en la respuesta inflamatoria, ya que
inhibe la sintesis de algunas citocinas proinflamatorias
como IL-1B, IL-6, IL-12 y TNF-q, esto lleva a la regu-
lacion o moderacion de una reaccion inflamatoria. Se
considera que estd involucrada en la respuesta inmune
a la infeccion por H. pylori.

Otra importante citocina es el interferon vy, (IFNy)
el cual es proinflamatorio, producido por linfocitos
CD4, tipo Th1. Sus efectos se observan ante infecciones
virales, antimicrobianas y anti tumorales. Es inhibidor
de la angiogénesis y es capaz de tener efecto antiproli-
ferativo y antimetabolico directo sobre una amplia va-
riedad de células tumorales. Se han relacionado algunos
polimorfismos con el riesgo de sufrir cancer gastrico de
inicio temprano.

El factor de necrosis tumoral o (TNF-a), es otra
citocina pro inflamatoria y sus niveles pueden estar
influenciados por las variantes alélicas en la region
promotora del gen TNF-a. Su relacion con CG atin es
muy controversial ya que no se ha encontrado relacion
en poblaciones eslovenas, pero estudios en poblaciones
asiaticas revelan relacion con algunos polimorfismos de
esta molécula y el cancer gastrico.

Por otro lado, la interleucina 4 (IL-4), es una cito-
cina inmunomoduladora producida por linfocitos CD4,
tipo Th2, que tiene un rol importante en la regulacion de
la diferenciacion y activacion de los linfocitos. Ademas,
otra funcion que se ha descrito es que IL-4 inhibe la
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secrecion de citocinas proinflamatorias para promover
las células tumorales, afectando en particular a IL-1,
IL-6 y TNF-a. De alli su importancia de estudiarla en
la tumorogenénesis por H. pylori. Ademas, se ha en-
contrado asociacion de algunas variantes alélicas de
esta citocina con CG tipo intestinal (Cho & Kim, 2017).

Con relacion a la Interleucina 6, (IL-6), esta es
una citocina multifuncional que actiia tanto como un
regulador endocrino como un mediador inflamatorio.
IL-6 juega un rol de importancia en los mecanismos
de defensa del huésped, ya que actiia como mediador
entre el sistema inmune innato y el adaptativo. Existen
estudios que han descrito la presencia del alelo IL6
-174G asociado con una mayor produccion de IL-6 en
comparacion con individuos con variables genotipicas
de CG. Otras investigaciones han descrito niveles mas
altos de IL-6 en la mucosa gastrica en pacientes con
H. pylori positivo en comparacion con los casos de
H. pylori negativo (Landskron et al., 2014). Incluso se
ha postulado la utilizacion de esta citocina como mar-
cador de CG o posible diana terapéutica (Wang et al.,
2020).

Respecto a la interleucina 17 (IL-17), esta es una
citocina pro inflamatoria producida por linfocitos CD4,
tipo Th17, que ha sido estudiada en su relacion con
cancer gastrico, encontrandose en un reciente meta-
nalisis que los efectos generales de dos polimorfismos
se asociaron significativamente con la susceptibilidad
al cancer gastrico (Gao et al., 2019). En el analisis de
etnicidad, estos dos polimorfismos se asociaron con
poblaciones asiaticas, pero no con caucasicos (Long
etal., 2017)

Niveles séricos de citocinas y deteccion de CG

Los antigenos del H. pylori estimulan la respuesta
inmune del hospedero por medio de la produccion de
citocinas, como IL-8, las que son quimotacticas para
neutréfilos y mononucleares, la IL-6 e IL-1f8 que al
activar neutrofilos propician una reaccion inflamatoria
que contribuye a la produccion gastritis, que con el
tiempo se transforma en cronica, también se produce
infiltracion de células dendriticas y linfocitos T y B,
se genera la produccion la proteina quimiotactica de
los macréfagos (MCP1), TNFa, IL-10 e IL-12, factor
de crecimiento y transformacion beta TGF-p, gamma
interferon (IFNy) (Séanchez-Zauco et al., 2017). Existen
factores que combinados contribuyen en forma determi-
nante al desarrollo de CG, como variantes polimorficas
en segmentos genéticos que codifican citocinas relacio-
nadas con la regulacion de la respuesta inflamatoria, lo-
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calizacion anatomica de la gastritis cronica, la diferen-
cia en susceptibilidad del hospedero al CG relacionado
con polimorfismos de IL-1 (El-Omar et al., 2000). Estos
factores contribuyen a la trasformacion oncogénica de
la célula géstrica, los mediadores inflamatorios produ-
cidos en forma cronica los que eventualmente causan
dafio en el ADN, induciendo proliferacion e inhibicion
de la apoptosis (Peck et al., 2010).

Los citados mediadores inflamatorios producidos
en la mucosa, pueden alcanzar el torrente sanguineo y
ser medidos a nivel sérico. Idealmente, los biomarcado-
res deberian detectar las etapas tempranas de una lesion
maligna (I / II) cuando las oportunidades de curacion
son mas altas.

Se ha demostrado que el mediador inflamato-
rio producido localmente en la mucosa gastrica pue-
de alcanzar la circulacion sanguinea y detectarse en
muestras de plasma en pacientes con cancer gastrico
(Sanchez-Zauco et al., 2017).

Se ha descrito que un fuerte sesgo de las células
T CD4 + hacia un fenotipo Thl esta asociado con in-
feccion por H. pylori menos severa, y pudo observarse
en infeccion a corto plazo y después sostenida. Sin em-
bargo, parece que H. pylori ha desarrollado estrategias
con las cuales prevenir la induccion de células T CD4
+ sesgadas a fenotipo Thl. Se ha demostrado también
que H. pylori hace un desvio del equilibrio Th1 /Th2
a favor del ultimo al reducir la secrecion de IL-12 (Vi-
nagre et al., 2018).

Otro tdépico investigado con relacion al rol de
las citocinas, son sus variantes genéticas y su relacion
con la gastritis por H. pylori, asi como su evolucion a
lesiones atréficas gastricas y metaplasia, sin embargo
no son concluyentes a la fecha. Las variantes en un
solo nucledtido se han investigado para CG. Las va-
riantes de IL-10 T-819C, IL-8-251, IL-18RAP917997,
IL-22 rs1179251, IL1-B-511, IL1-B- 3954, IL4R-398
e IL1RN se han identificado como algunos de los pre-
dictores de lesiones gastricas premalignas (Negovan
etal., 2019).

Los niveles de citocinas séricas han sido estudia-
dos como respuesta al cancer gastrico y como posibi-
lidad diagnostica de lesiones malignas. Los niveles de
citocinas como IFN-y, TNF-q, IL-1, IL-6, IL-7, IL-8,
IL-10, e IL-18 se han encontrado significativamente
elevados a nivel local en el estomago de los pacientes
infectados con H. pylori, en contraste con sus controles
no infectados (Lindholm et al., 1998).

Recientemente un estudio comparé diferentes
marcadores en un grupo de pacientes con cancer y
controles sanos, encontrando valores del receptor 1
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del IFN-y, el Notch-3, el receptor del Factor de ne-
crosis tumoral (TNF-R), el receptor de la hormona del
crecimiento, el activador linfocitario 8 (SLAMS), el
receptor de folato beta (FR-beta), la integrina alfa 5 y
galectina 8, significativamente mas altos en los casos
que en los controles. El hallazgo mas importante es que
se ha descrito por primera vez como estas proteinas
pueden diagnosticar y evaluar el prondstico del cancer
gastrico (Wu et al., 2019).

Se identifico recientemente un factor no proteini-
co en los sonicados de H. pylori que tiene la capacidad
de prevenir la secrecion de IL-12 por células dendriticas
CD in vitro, 1o que indica que H. pylori actia supri-
miendo activamente la funcidn de dichas células, en
lugar de causar agotamiento a través de la estimulacion
cronica (Vinagre et al., 2018). Estas observaciones su-
gieren que H. pylori logra regular la inmunidad Thl a
su favor, desviando CDs hacia un perfil de citocina que
es mas propicio para las respuestas Th2, representando
asi otra estrategia con la cual evade el reconocimiento
de CD vy la posterior respuesta de células T (Bedoui et
al., 2017).

Mediadores inflamatorios como TNF-q, I1L-6,
TGF-B, e IL-10 han sido estudiados como moléculas
que participan en el inicio y progresion del cancer en
el microambiente tumoral, el cual esta formado por
células estromales, infiltrado de células inmunes y las
células tumorales, existen moléculas que promueven
la carcinogénesis.

Existe evidencia que apoya la participacion de las
citocinas en los eventos que intervienen en la iniciacion,
estimulacion, invasion y metastasis del cancer. En el
proceso inflamatorio cronico, las citocinas tales como
TNFa, e IL-6 inducen la generacion de radicales libres
que dafan el ADN, causando mutaciones que permiten
la iniciacion del tumor.

El desarrollo del tumor también es favorecido por
citocinas pro inflamatorias que estimulan la prolifera-
cion celular reduciendo la apoptosis, mientras que las
citocinas anti inflamatorias tales como IL-10 y TGF-f,
contribuyen a la inmuno evasion del tumor. Respecto
a los niveles séricos de IL-10, se ha observado que
niveles elevados podria ser un biomarcador 1til en el
diagnostico de adenocarcinoma gastrico, sin embargo
se sugiere realizar estudios con un niimero mayor de pa-
cientes y realizar comparaciones con grupo control que
tengan edad similar, también se sugiere que la expresion
de IL-10 puede ser un marcador util para distinguir el
estadio clinico en el cual se encuentra el paciente con
cancer (Shokrzadeh et al., 2018).
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Las propiedades invasivas del tumor se han rela-
cionado al factor de necrosis tumoral (TNF-a). El factor
transformador de crecimiento beta TGFp favorece la
transicion de epitelio mesenquimal y otras citocinas
como TNF-a e IL-6 juegan un papel importante en la
angiogénesis y la metéstasis. En este contexto se ha
propuesto el uso de la determinacion sérica de citocinas
tales como IL-6 ¢ IL-10 como marcadores diagndsticos,
aunque los autores sugieren que es necesario realizar
estudios con mayor niimero de casos (Landskron et al.,
2014).

Otro estudio evaludé muestras plasmaticas de 99
pacientes con cancer gastrico, se midieron niveles de
IFNy, TNFa, Factor de Crecimiento y Diferenciacion
B-1 (FGF B-1)y las citocinas IL-1b, IL-2, IL-4, IL-6,
IL-8, IL-10, IL-12p40, IL-12p70, y el factor de cre-
cimiento endotelial (EGF). Se estudiaron los citados
parametros inmunoldgicos, con factores epidemiolo-
gicos y las caracteristicas clinicas de los casos de CG,
se encontrd una correlacion entre las citocinas, y facto-
res epidemiologicos, encontrando que en hombres los
niveles plasmaticos de TNF-a, IL-12p70, IL-4, IL-10
son mas altos, comparados con mujeres (P <.05). Los
niveles plasmaticos de TNF-a en pacientes adultos ma-
yores, con cancer gastrico (= 60 afios) se encontraron
mas altos que pacientes jovenes (p <.05). Los niveles
elevados de IL-8 e IL-10 se identificaron como facto-
res de riesgo para el aumento en el tamafio del tumor
(diametro > Scm). Los niveles mas altos de TGF-B1 se
asociaron con un aumento de riesgo de invasion a tejido
vascular y nervioso.

Los resultados antes descritos, evidencian que
las citocinas plasmaticas y los niveles de factores de
crecimiento, pueden ayudar a predecir el desarrollo y
progresion del cancer gastrico, proponiéndose validar
estos hallazgos en estudios con mayor numero de casos
(Zou et al., 2018).

Discusion

La literatura revisada, con relacion a la naturaleza
y capacidad diagnoéstica de la proteina soluble uPAR
(suPAR) tiene relevancia ya que algunos estudios la han
descrito como activadora de vias de sefalizacion celu-
lar aumentando la capacidad proliferativa, invasiva y
metastasica del tumor, como producto de su interaccion
con integrinas (Blasi & Carmeliet, 2002; Smith & Mar-
shall, 2010; Yu et al., 1997) esto constituye un elemento
clave para el desarrollo del tumor y su diseminacion.
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Las expresiones de uPAR en células cancerigenas se en-
cuentran inmersas en el microambiente estromal, pero
puede ser liberada al plasma en donde ha podido ser
detectada y cuantificada (Alpizar-Alpizar et al., 2012;
Migita et al., 1999).
Otros estudios han evaluado el valor diagndstico
y significancia de la proteina soluble uPAR en pacientes
con CG respecto a controles sanos. Se ha demostrado
una diferencia significativa en los niveles de ambos
grupos, siendo aun mas altos cuando los pacientes pre-
sentaron metastasis. Respecto al prondstico, el cancer
con mal pronostico correlaciona con valores séricos
elevados de la proteina suPAR (Fidan et al., 2013).
Estos estudios son comparables con otros realiza-
dos en pacientes con cancer gastrointestinal en quienes
los niveles de suPAR se encontraron elevados, y aun
mayores en pacientes que tienen enfermedad avanzada
con metastasis a distancia, incluyendo cancer esofagico
y colorrectal (Usnarska-Zubkiewiczeta et al., 2014).
La experiencia obtenida localmente, con pacien-
tes guatemaltecos, que fueron captados en los hospitales
Roosevelt e Instituto de Cancerologia (Incan), concluyd
que los niveles séricos de la proteina soluble uPAR, se
encuentran significativamente elevados en pacientes
con CG, respecto a sus controles sanos apareados por
edad y sexo, especialmente los pacientes con CG se
encuentran infectados con H. pylori. Respecto al el tipo
microscopico de tumor, intestinal vs difuso, no tuvo
un efecto significativo sobre los niveles plasmaticos
de uPAR, sugiriendo éste biomarcador puede tener un
potencial como prueba de tamizaje para la deteccion de
cancer gastrico (Wellmann et al., 2018).
Adicionalmente la estimulacion de la respuesta
inmune del hospedero por medio de la producciéon de
IL-8, IL-6, IL-1P, contribuye a la produccion de gas-
tritis cronica iniciada por la infeccion por H. pylori asi
como IL-10 e IL-12, factor de crecimiento y transfor-
macion beta TGF-3 e IFNy (Amieva & Peek, 2016). El
IFN-y, TNF-a, IL-1, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, e IL-18
se han encontrado significativamente elevados a nivel
local en el estobmago de los pacientes infectados con
H. pylori, en contraste con sus controles no infectados
(Lindholm et al., 1998).La produccion de las citadas
citocinas es prominente en el microambiente tumoral,
pero se ha identificado que pueden ser detectadas a
nivel plasmatico en pacientes con lesiones gastricas
premalignas y malignas (Sanchez-Zauco et al., 2017).
La determinacion sérica de citocinas tales como
IL-6 e IL-10 ha sido propuesta como marcadores de
diagnoéstico en CG, aunque los autores sugieren que
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es necesario realizar estudios con mayor numero de
casos (Landskron et al., 2014). Se ha enfatizado la de-
terminacion de IL-10 como un biomarcador 1til en el
diagnostico de adenocarcinoma gastrico, sin embargo
se sugiere realizar estudios con un nimero mayor de
pacientes y realizar comparaciones con grupo control
que tengan edad similar edad (Shokrzadeh et al., 2018).

Otros autores han demostrado marcadores que
podrian ser ttiles en estados tardios del CG , tales como
IL-1B, IL-8, y la proteina quimiotactica de macrofagos
(MCP-1) (Sanchez-Zauco et al., 2017).

Otros estudios apoyan la determinacion sanguinea
de TNF-a, IL-12p70, IL-4, IL-10, resaltando la deter-
minacion de IL-8 e IL-10 en la prediccion del tamafo
del tumor (Zou et al., 2018).

El valor de los métodos de diagnostico no inva-
sivos y tempranos en CG sigue siendo tema de estudio,
a la realizacion de investigaciones en grupos mas am-
plios y en poblaciones de diversas etnias puede con-
tribuir a identificar polimorfismos de citocinas relacio-
nadas al riesgo de suftir cancer, pero también la utilidad
de la medicion de los niveles séricos de estas moléculas
juegan un rol fundamental para la identificacion inicial
de pacientes sintomaticos que pueden estar a riesgo
de sufrir lesiones gastricas premalignas o malignas y
detectarlas en una etapa mas temprana para mejorar
sus diagnostico y prondstico.

Conclusiones

Esta revision postula que el estudio de citocinas
séricas y la proteina soluble uPAR en pacientes con
lesiones premalignas y cancer gastrico es necesaria,
ya que hay suficiente evidencia a tomar en cuenta para
trabajar profundamente en mejorar los métodos no in-
vasivos en la deteccion temprana de lesiones gastricas
pre malignas, esto mejorara el tratamiento y pronos-
tico de los casos. Incluso puede tomarse en cuenta la
determinacion de niveles séricos de los biomarcadores
estudiados para identificacion de pacientes con estadios
mas avanzados de CG. Sobre todo se debe disefiar un
estudio con un mayor numero de casos, con lesiones
histologicamente bien identificadas en su estadio, rela-
cionando factores clinico epidemiolédgicos.

Es necesario trabajar en investigaciones que
ofrezcan al paciente un método de diagnostico tempra-
no, que evite sufrimiento y muerte en edades de la vida
que son muy productivas, los métodos seroldgicos en la
deteccion de lesiones pre malignas, debe llegar a con-
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clusiones certeras como lo ha sido para otros tipos de
cancer , en los cuales distintos biomarcadores han me-
jorado el diagnostico y pronostico de los casos, como el
uso clinico de miembros del uPA los cuales en el 2007
fueron ya recomendados por la Sociedad Americana de
Oncologia Clinica , para la identificacion de pacientes
con cancer de mama sin compromiso linfatico.
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Resumen

1 accidente ofidico es una enfermedad tropical desatendida que ocasiona un problema de salud publica en el

mundo, siendo una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en las areas empobrecidas de América
Latina. En Guatemala se distribuyen 23 especies de serpientes venenosas de importancia médica. La composicion
de los venenos es compleja y diversa, resultando en una variedad de manifestaciones clinicas. Los departamentos
con mayor incidencia de ofidismo son Petén, Alta Verapaz, Quiché, Escuintla e Izabal. Estos accidentes afectan
mas a hombres que a mujeres, siendo la mayoria agricultores; el rango de edad mas comprometido es de 10-19
afios y principalmente ocurren en miembros inferiores. El tiempo medio que tarda la victima en llegar al hospital es
de 5.6 h, siendo el retraso en la atencion médica, un factor de riesgo para severidad y mortalidad. Los servicios de
salud en ocasiones no cuentan con recursos idéneos para atender a las victimas, brindando tratamiento sintomatico.
Simultaneamente, el tratamiento empirico tiene gran aceptacion, sin embargo, los resultados de investigaciones
realizadas con algunas plantas de uso comiin en casos de ofidismo, concluyeron que no es recomendable su uso
aislado en el tratamiento del envenenamiento. Dada la falta de informacion se debe promover mas investigacion
sobre el ofidismo en el pais, siendo indispensable la elaboracion de una ficha de reporte obligatoria. Ademas, deben
elaborarse guias de tratamiento e identificacion de serpientes para uso del personal médico, incluyendo programas
de educacion a nivel comunitario.

Palabras claves: Envenenamiento por serpiente, accidente ofidico, enfermedad desatendida, Bothrops asper, mordedura por serpiente

Abstract

Snakebite envenoming is a neglected tropical disease that causes a public health problem in the world, being
one of the main causes of morbidity and mortality in impoverished areas of Latin America. 23 species of poi-
sonous snakes of medical importance are distributed in Guatemala. The composition of venoms is complex and
diverse, resulting in a variety of clinical manifestations. The departments with the highest incidence of snakebites
are Petén, Alta Verapaz, Quiché, Escuintla and Izabal. These accidents affect more men than women, the majo-
rity being farmers; the most compromised age range is 10-19 years and they mainly occur in the lower limbs.
The average time it takes for the victim to reach the hospital is 5.6 hours, with delay in medical care being a risk
factor for severity and mortality. Health services sometimes do not have adequate resources to care for victims,
providing symptomatic treatment. Simultaneously, empirical treatment is widely accepted, however, the results
of research carried out with some plants commonly used in cases of envenoming concluded that their isolated use
is not recommended in the treatment. Given the lack of information, more research on snakebite envenoming in
the country should be promoted, making the preparation of a mandatory report form essential. In addition, snake
identification and treatment guides should be developed for use by medical personnel, including education pro-
grams at the community level.

Keywords: Snakebite envenoming, snakebite, neglected disease, Bothrops asper
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Envenenamientos por mordedura de serpiente en Guatemala: revision de literatura

Introduccion

El envenenamiento por mordedura de serpiente
es una enfermedad tropical desatendida (World Health
Organization [WHO], 2019) que resulta de la inyeccion
de una secrecion toxica altamente especializada —el ve-
neno— en algln tejido de un ser humano. Esta inyeccion
ocurre a través de los colmillos (que son dientes modi-
ficados) que actuan a manera de agujas hipodérmicas y
que estan conectados con una glandula de veneno. Las
circunstancias en que ocurre son accidentales, pudien-
do generar alteraciones locales y sistémicas (Gutiérrez
et al., 2017; Ministerio da Saude, 2014).

Los accidentes ofidicos son un importante proble-
ma de salud publica en el mundo en vias de desarrollo.
Es una de las principales causas de morbilidad y mor-
talidad, especialmente en las areas empobrecidas de los
tropicos y subtropicos, como Africa subsahariana, el
sudeste de Asia, Paptia Nueva Guinea y América Latina
(Gutiérrez et al., 2017).

Se estima que al menos 421,000 envenenamientos
y 20,000 muertes por mordeduras de serpientes ocur-
ren anualmente en todo el mundo. Sobre la base de la
estimacion de que el nimero total de mordeduras de
serpientes es de dos a tres veces el numero de intoxi-
caciones, se estima que pueden ocurrir entre 1,200,000
y 5,500,000 accidentes ofidicos a nivel mundial. La
mayoria de la carga de mordidas estimada se encuen-
tra en el Sur y Sudeste de Asia, Africa Subsahariana y
América Central y del Sur (Kasturiratne et al., 2008).

Siendo Latinoamérica una de las regiones de ma-
yor prevalencia de casos de accidentes ofidicos, son es-
casos los esfuerzos de investigacion de esta enfermedad
y no suelen trascender el ambito de la literatura gris,
de tal manera que no contribuyen eficientemente con
nuestro entendimiento del problema (Guerra-Centeno,
2018b), de igual forma los datos que pueden obtenerse
sobre la mordedura por serpiente en Centroamérica,
ya sea de publicaciones o de datos oficiales, no son
completos y la magnitud real del problema es dificil de
cuantificar (Bolafios, 1982). Especificamente, en Guate-
mala la informacién publicada en medios indexados es
escasa (Guerra-Centeno, 2018b) y se estima que ocu-
rren 600 envenenamientos por mordedura de serpiente
al afno, con incidencia de 4.2/100,000 habitantes al afio
(Gutiérrez, 2014).
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Espcies de serpientes presentes en Guatemala
y su distribucion geografica

Guatemala es un pais localizado en la region tro-
pical, con caracteristicas que le permiten poseer gran
diversidad de fauna, dentro de la cual se encuentran
alrededor de 138 especies de serpientes (Uetz et al.,
s. f.), de las que solo 23 son venenosas (Acevedo et al.,
2010). Estan divididas en ocho familias, pero en el pais
unicamente existen dos familias de serpientes veneno-
sas de importancia médica para el humano, estas son:

» Familia Viperidae (viboras verdaderas y viboras
de foseta): es la familia de mayor importancia
médica por la cantidad de accidentes que causan
y la pronta accion de su veneno. Dentro de esta fa-
milia se encuentran todas las viboras e incluye 15
especies de los géneros Bothrops (1), Agkistrodon
(2), Atropoides (3), Crotalus (2), Cerrophidion
(1), Bothriechis (4), Porthidium (2).

» Familia Elapidae (elapidos): en esta se ubican las
siete especies de serpientes coral de Guatemala,
del género Micrurus (7) y la vibora marina (Hy-
drophis platurus) que habita en el océano Paci-
fico, hay muy pocos informes de mordeduras de
esta especie en humanos, probablemente debido
a limitaciones anatémicas y caracteristicas de
comportamiento. La incidencia de mordeduras
de serpientes coral es baja, representando del 1
al 2% del numero total de casos en la region cen-
troamericana (Gutiérrez, 2009).

Algunas especies de otras familias presentan to-
xinas o venenos que no se consideran de importancia
médica por la poca actividad y baja potencia de su ve-
neno. Entre ellas se mencionan los géneros Conophis,
Leptophis, Oxybelis, Trimorphodon y Thamnophis
(Gutiérrez, 2009; Gutiérrez et al., 2017; Gutiérrez &
Sasa, 2002; Organizacién Panamericana de la Salud
[OPS], 2009).

En nuestro pais la mayoria de la poblacion se de-
dica a la agricultura (Bouroncle et al., 2015; Instituto
Nacional de Estadistica, 2002); ademas, las condiciones
climaticas han permitido que las serpientes venenosas
se distribuyan a lo largo y ancho del territorio (Figura
1). Lo anterior da lugar a que las personas que viven
en las areas rurales y en las orillas de las zonas urbanas
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Nota. Distribucion geografica de las especies de serpientes venenosas de Guatemala

1) Agkistrodon bilineatus; 2) A. russeolus, 3) Atropoides mexicanus; 4) A. occiduus; 5) A. olmec; 6) Bothriechis aurifer; 7) B.
bicolor; 8) B. schlegelii; 9) B. thalassinus, 10) Bothrops asper; 11) Cerrophidion godmani; 12) Crotalus simus; 13) C. tzabcan;
14) Porthidium nasutum; 15) P. ophryomegas; 16) Micrurus browni; 17) M. diastema; 18) M. elegans; 19) M. hippocrepis; 20) M.
latifasciatus; 21) M. nigrocinctus; 22) M. stuarti; 23) Hydrophis platurus. (Acevedo et al., 2010; Guerra-Centeno, 2018b; Organi-

zacion Panamericana de la Salud, 2009)

Figura 1. Distribucion geografica de las especies de serpientes venenosas de Guatemala

se encuentren en riesgo de sufrir accidentes por morde-
duras de estos reptiles (OPS, 2009).

En el estudio realizado por Guerra-Centeno
(2018b) se utilizaron datos oficiales del Sistema de
Informacion Gerencial de Salud (Sigsa) del Minis-
terio de Salud Publica y Asistencia Social (MSPAS)
para el periodo 2008-2013, observandose que no hay
asociacion significativa entre el nimero de especies
de serpientes venenosas que ocurren por departamento
y la morbilidad anual media por casos de accidente
ofidico. Concluyendo que la ocurrencia de especies de
serpientes venenosas es una condicion suficiente mas no
determinante de los casos de accidente ofidico y que la
morbilidad estaria entonces determinada por otros fac-
tores. Se sabe que el cambio de la cobertura vegetal y la
perturbacion humana tipicos de cualquier agrosistema

Ciencia, Tecnologia y Salud, 7(2) 2020, 251-264

de uso multiple, influencian la composicion faunistica
del lugar. Por tanto la densidad de especies como Bo-
throps aspery Boa constrictor podria incrementarse al
aumentar la poblacion de roedores en areas de cultivos
agricolas (Guerra-Centeno et al., 2014). La distribucion
de serpientes venenosas se ha utilizado como un insu-
mo para determinar el efecto del cambio climatico en
la carga de mordeduras de serpiente (Yafiez-Arenas et
al., 2016), y para determinar las poblaciones humanas
vulnerables (Longbottom et al., 2018). El algoritmo
propuesto por Bravo-Vega y colaboradores (2019), en
Costa Rica, usa esas distribuciones para comprender
la variacion geografica de la mordedura de serpiente,
permitiendo asi estimar la incidencia en lugares don-
de los datos son escasos. Y sus resultados subrayan la
importancia de incorporar la abundancia, y no el ni-
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mero, de especies de serpientes de importancia médica
como estimador de riesgo. Dicho modelo matematico
sugiere que la distribucion espacial de la mordedura de
serpiente se debe principalmente a una combinacion de
factores ambientales que afectan la distribucion de las
especies venenosas y su asociacion con el tamaio de la
poblacién humana expuesta (Bravo-Vega et al., 2019).

Acciones de los venenos de las serpientes pre-
sentes en Guatemala y aspectos clinicos de los
accidentes ofidicos

La composicion de los venenos de serpiente es
compleja y diversa, lo que resulta en un perfil bioqui-
mico y toxicoldgico variable que determina una amplia
gama de manifestaciones clinicas. Algunas toxinas en
el veneno provocan daiios en los tejidos locales, que
a menudo resultan en secuelas permanentes, mientras
que otras inducen efectos sistémicos, incluyendo mani-
festaciones neurotoxicas (que conducen, por ejemplo,
a paralisis respiratoria, sangrado, lesion renal aguda y
rabdomiolisis), cardiotoxicidad, hiperactividad autoné-
mica o trombosis. Los venenos de las serpientes de la
familia Viperidae causan efectos locales y manifestacio-
nes sistémicas asociadas con sangrado, coagulopatias y
shock hipovolémico. Los venenos de las serpientes de
la familia Elapidae predominantemente inducen mani-
festaciones neurotdxicas, como la paralisis neuromus-
cular (Fatima & Fatah, 2014; Gutiérrez et al., 2017; Hui
Wen et al., 2015; Mackessy, 2009; McCleary & Kini,
2013; Zamuner et al., 2005).

A pesar de que han sido publicadas clasificacio-
nes de los efectos farmacoldgicos del envenenamiento,
algunas bastante elaboradas, por razones practicas los
venenos de las serpientes centroamericanas pueden di-
vidirse en solo dos grupos: (a) venenos que inducen
manifestaciones locales (dolor, edema, hemorragia y
necrosis) y efectos sistémicos (hemorragia, alteracio-
nes de la coagulacion y presion sanguinea y problemas
renales); venenos de Crotalus, Agkistrodony Bothrops
pertenecen a esta categoria; y, (b) venenos neurotoxi-
cos, tipicamente los de coral y serpiente de mar (Bo-
lafios, 1982).

En Guatemala se han desarrollado algunas in-
vestigaciones comparativas entre los venenos de las
especies de Guatemala con especies de otros paises de
Centroamérica. Inicialmente, Overall (1987) realizo
estudios de toxicidad de los venenos de B. asper'y Bo-
throps nummifer (actualmente dividida en tres especies:
Atropoides mexicanus, A. occiduus y A. olmec), com-
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parandolas con sus homoélogas de Costa Rica, conclu-
yendo que el veneno que B. asper de Guatemala es mas
toxico que el de la de Costa Rica.

Mas recientemente, Saravia y colaboradores
(2001), analizaron el veneno de B. asper de Guatemala,
demostrando que tiene actividades letales, hemorragi-
cas, miotoxicas, formadoras de edema, coagulantes,
de desfibrinacion y fosfolipasa A2 y muestra un perfil
toxicologico similar al descrito previamente para B.
asper de Costa Rica.

Chavéz (2001) caracterizo los efectos toxicologi-
cos (letal, hemorragico, coagulante y actividad fosfo-
lipasa A2) del veneno de 4. nummifer de Guatemala,
revelando que este veneno presenta los efectos caracte-
risticos de los vipéridos. El veneno de especimenes de
Guatemala mostré ser menos letal, menos coagulante
y menos hemorragico que los venenos de B. asper y
C. durissus durissus de especimenes de Guatemala y
Costa Rica. Sin embargo, present6d importante actividad
de la fosfolipasa A2 comparada con la descrita para las
especies antes mencionadas.

Asi mismo, Rojas y colaboradores (2001) reali-
zaron un estudio comparativo en donde reportaron que
los venenos de A. nummifer de Guatemala y Honduras
tienen un perfil toxicologico cualitativamente similar,
aunque hubo variaciones cuantitativas significativas
en algunas de estas actividades entre los dos venenos.

Por su parte, Valdés y colaboradores (1994) repor-
taron que el veneno de la cascabel C. durissus durissus
(actualmente renombrada y dividida en C. simus 'y C.
tzabcan) de Guatemala es relativamente mas letal que
el de cascabel de Costa Rica, también se informé que
dicha especie de Guatemala posee un efecto proteoliti-
co que es incluso mayor que el presente en serpientes
botropicas de Costa Rica .

Se ha determinado que el veneno de A. bilineatus
(actualmente dividida en A. bilineatus y A. russeolus)
es casi 10 veces mas hemorragico y edematizante que
el veneno de B. asper, siendo un veneno de alta vas-
culotoxicidad. Asi también se ha reportado que no hay
variaciones inmunoquimicas drasticas cuando se com-
para los venenos de B. asper de Costa Rica y Honduras,
B. nummifer de Costa Ricay Honduras y C. d. durissus
de Costa Rica y Guatemala (Rojas et al., 1987).

En cuanto a estudios realizados en la region cen-
troamericana que describan los efectos in vivo que pro-
ducen los venenos de especies nativas, podemos decir
que existen pocos hasta la fecha. Partiendo del estudio
realizado en Costa Rica por Barrantes y colaborado-
res (1985), con pacientes victimas de accidente con B.
asper, en donde se reportd que estos presentaron alte-
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raciones hemostaticas con evidencia de hipofibrinoge-
nemia, aumento considerable en los niveles de los pro-
ductos de degradacion del fibrindgeno y disminucion
del plasminégeno, demostrando asi que el componente
fibrinolitico del veneno es considerable. Sin embargo,
se destaca que uno de los retos contintia siendo la ca-
racterizacion de las manifestaciones clinicas de los
envenenamientos inducidos por varias serpientes en la
region, con el objetivo de identificar patrones clinicos
caracteristicos de algunas especies (Gutiérrez, 2014).

En Guatemala, contamos con algunos datos de
estudios descriptivos, Maltez (1994) recolectd informa-
cion de los accidentes ofidicos atendidos del periodo de
1987-1992 en el departamento de Guatemala y reportd
que 37% de los pacientes presentaron hipofibrinogene-
mia (fibrindgeno < 200 mg/dl), 34% prolongacion del
tiempo de protombina, 12% presentaron hematuria y
10% presentaron creatinina elevada.

Yee-Seuret y colaboradores (2012) realizaron
un estudio en los departamentos de Huehuetenango y
Petén, reportando que los sintomas locales fueron los
predominantes en 92% (80/87) de los casos, seguidos
de coagulopatias en 81.6% (trombocitopenia, prolonga-
cion del tiempo de sangrado, del tiempo de protrombina
y del tiempo parcial de tromboplastina), asi también
informaron que los pacientes presentaron complicacio-
nes como sindrome compartimental de extremidades
(12.6%), insuficiencia renal (8%) y shock (3.4%).

Las caracteristicas clinicas mas sobresalientes en-
contradas en otro estudio realizado en Petén, correspon-
den a hemorragia en sitios distantes a la herida en 24%,
coma en 14%, vomitos en 16%, deshidratacion severa
en 14%, edema extenso y agudo en 22%, flictenas y
equimosis proximal y distal en 34%, hipotension en
30%, anuria en 14% y mionecrosis en 8%. Asimismo,
se reporto que las patologias asociadas a la mortalidad
por accidente ofidico fueron diabetes mellitus, alcoho-
lismo cronico y anemia cronica. Ademas fue realiza-
da necropsia en siete de los pacientes que fallecieron,
reportandose en los hallazgos anatomopatologicos:
hemorragia cerebral, necrosis renal y cirrosis hepati-
ca (esta ultima estaba presente en los pacientes que
tenian antecedente de alcoholismo crénico) (Ramos,
1994). Cabe resaltar que el procedimiento estandar de
oro para determinar las causas de muerte secundarias
a las mordeduras de serpiente consiste en la realiza-
cion de necropsias de diagnostico, sin embargo estas
se encuentran mal descritas en todo el mundo (da Silva
Souza et al., 2018).
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Epidemiologia de los accidentes ofidicos

En Guatemala, el Centro Nacional de Epide-
miologia (CNE) del MSPAS es el encargado de llevar
a cabo el registro y estadistica de los accidentes por
animales ponzofiosos que reportan los médicos y los
hospitales (Letona, 2012).

Se cuenta con algunas investigaciones realizadas
durante 1987-1993 en distintas localizaciones geogra-
ficas de Guatemala que aportan informaciones sobre
las principales especies responsables de los accidentes
ofidicos, sin embargo debe resaltarse que en la mayoria
de los casos fue reportada como desconocida la espe-
cie de la serpiente, siendo muy pocos los casos en los
que pudo ser identificada. Vemos asi que B. asper fue
la responsable de la mayoria de mordeduras en Petén
Occidental (Mazariegos, 1993) e Izabal (Garcia, 1993);
A. bilineatus bilineatus (cantil de agua) en Amatitlan
y sitios aledafios a este municipio (Palin y San Vicente
Pacaya, Escuintla) (Mendoza, 1993), Chimaltenango
(Barahona, 1993), Santa Rosa (Velasquez, 1993) y Sa-
catepéquez (Lopez, 1993); y Porthidium ophryomegas
y C. durisssus en El Progreso (Muralles, 1993).

En el estudio realizado por Letona (2012) donde
utilizé la informacion estadistica de la frecuencia de
accidentes toxicologicos causados por animales pon-
zofiosos de Guatemala, reportd que las serpientes que
han provocado la mayor cantidad de accidentes toxico-
logicos en el pais son: B. asper, C. simus, M. nigrocinc-
tus y A. mexicanus; y durante el periodo comprendido
entre 2001 y 2010 se reportaron 7,377 mordeduras de
serpientes por el CNE. Sin embargo, cabe mencionar
que no se representa el total de casos ocurridos en esos
afios, debido a que el nimero anteriormente indicado
solo hace ver aquellos casos que fueron reportados por
los médicos de esos departamentos, pero en muchas
ocasiones el paciente no llega a un hospital para ser
atendido y, en su lugar, recibe tratamiento empirico en
la comunidad o por chamanes o curanderos. Otras veces
el paciente no logra recibir la atencién en el momento
y fallece, o bien el médico no sabe la razon de ingreso
del paciente y por ende no lo reporta a las autoridades
competentes como un ataque por animal ponzofioso.

Posteriormente en un estudio realizado por Gue-
rra-Centeno (2016) en las tierras bajas de Guatemala
(Petén, Izabal, norte de Alta Verapaz y costa Sur de
Guatemala), que es donde se distribuye la mayoria de
las especies de serpientes venenosas del pais, se ana-
lizaron 305 expedientes hospitalarios de casos de ac-
cidente ofidico correspondientes al periodo de 2008
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a 2013 en el Hospital Regional de Escuintla (HRE) y
el Hospital Regional de San Benito, Petén (HRSBP),
de los cuales 169 correspondieron al HRE y 136 al
HRSBP. Se encontr6 que las especies que se consig-
naron en los expedientes con mayor frecuencia fueron
B. asper en la region norte y C. simus en la region
sur. Es importante resaltar que en ninguno de los 305
expedientes examinados se evidencia la confirmacion
de la especie de serpiente por un experto, a pesar de
que muchas victimas portan dicho animal al hospital;
por lo tanto, en los expedientes se anota la especie que
refiere el paciente (escrita como nombre comun) o lo
que sefiala el médico tratante.

Los accidentes ofidicos por serpientes del género
Micrurus son muy escasos, teniendo publicados hasta la
fecha tnicamente el reporte de dos casos atendidos en
un hospital de referencia de la ciudad de Guatemala en
2017, correspondientes a dos paciente de sexo masculi-
no, el primero de 16 afios referido de Petén y el otro de
41 afios referido de Alta Verapaz, en ambos accidentes
la serpiente fue identificada como Micrurus diastema
debido a fotografias que portaban los pacientes (Cas-
tellanos & Rodas, 2017).

Caracteristicas de los pacientes mas afectados

En una serie de investigaciones realizadas por
estudiantes de medicina en varios departamentos del
pais se documentd que el rango de edad mas afectado
es el de 10-19 afios (Barahona, 1993; Gonzalez, 1994;
Lopez, 1993; Maltez, 1994; Mazariegos, 1993; Mendo-
za, 1993; Muralles, 1993; Ramos, 1994), coincidiendo
con el estudio de Guerra-Centeno (2016) donde las
edades con mas casos comprendian de 11 a 20 afios
seguido por los grupos de 1 a 10 afios y de 21 a 29 aios,
con edad media de 25.2 anos (Guerra-Centeno, 2016).

Los accidentes ofidicos afectan mas a hombres
que a mujeres, asi también se sabe que la mayoria de
los afectados son agricultores (Barahona, 1993; Gar-
cia, 1993; Guerra-Centeno, 2016; Lopez, 1993; Maltez,
1994; Mazariegos, 1993; Mendoza, 1993; Muralles,
1993; Ramos, 1994; Velasquez, 1993) por tanto los
accidentes ocurren principalmente mientras la victima
se encuentra desempefiando alguna actividad agrico-
la. Sin embargo, el nimero de accidentes que ocurren
mientras la victima estd en casa no es mucho menor
(Guerra-Centeno, 2016).

En mujeres, las mordeduras acontecen cuando
estas realizan trabajos domésticos, cuando contribu-
yen al sustento del hogar realizando labores agricolas
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o cuando desempefian actividades que implican un
riesgo como la recoleccion de lefia (Barahona, 1993;
Garcia, 1993; Gonzalez, 1994; Lopez, 1993; Maltez,
1994; Mazariegos, 1993; Mendoza, 1993; Muralles,
1993; Ramos, 1994; Velasquez, 1993) y agua, asi como
lavado de ropa a la orilla de los rios (Barahona, 1993;
Mendoza, 1993).

Los menores de edad que no tienen un oficio de-
terminado, ayudan ocasionalmente a sus padres en las
labores del campo o domésticas, lo que incluye reco-
leccion de lena en barrancos o cerros, pudiendo sufrir
un accidente ofidico. En nuestro pais también se ha
reportado que un porcentaje de los afectados son estu-
diantes, entre los que se hallan adolescentes que fueron
mordidos en sus ratos libres o cuando realizaban algun
paseo (Barahona, 1993; Garcia, 1993; Gonzalez, 1994;
Guerra-Centeno, 2016; Lopez, 1993; Maltez, 1994;
Mazariegos, 1993; Mendoza, 1993; Muralles, 1993;
Ramos, 1994; Velasquez, 1993).

Con lo anterior, se evidencia que el solo hecho
de vivir en el campo supone un riesgo de accidente
ofidico incluso dentro de la casa. Esto ultimo es propi-
ciado por algunas practicas agricolas que son hostiles
a las serpientes (como las quemas o la aplicacion de
insecticidas) y que las obligan a buscar refugio den-
tro de las casas de los campesinos, poniendo en riesgo
principalmente a las amas de casa y a los nifios (Gue-
rra-Centeno, 2018b).

La incidencia de la mordedura a través del aflo es
variable, no evidencidndose un patrén general, ya que
fluctua de acuerdo a las actividades particulares de cada
region; en general, es mayor durante la preparacion de los
terrenos y la recoleccion de las cosechas (Bolafios, 1982).

Localizacion anatomica

En los datos recolectados en el pais se conoce
que la mayoria de las mordeduras ocurrieron en los
miembros inferiores (Barahona, 1993; Garcia, 1993;
Gonzalez, 1994; Guerra-Centeno, 2016; Lopez, 1993;
Mazariegos, 1993; Mendoza, 1993; Muralles, 1993;
OPS, 2009; Velasquez, 1993).

Por otro lado, imicamente se cuenta con un es-
tudio realizado en el departamento de Guatemala en
donde se encontré que la mayoria de accidentes ocu-
rrieron en miembros superiores y principalmente mano
derecha (Maltez, 1994), debido a que son los miembros
utilizados para el desarrollo de labores y recoleccion
de cultivos (Guerra-Centeno, 2015b; Maltez, 1994;
Yee-Seuret et al., 2012).
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Localizacion geografica

En las investigaciones mas grandes realizadas
hasta la fecha, llevadas a cabo en distintos periodos
y con distintas fuentes de informacion se reportd que
los departamentos que presentaron mayor incidencia
de ataques fueron: Alta Verapaz, El Progreso, Escuint-
la, Izabal, Petén y Quiché (Guerra-Centeno, 2018b;
Letona, 2012).

La distribucion geografica de los casos del acci-
dente ofidico, tiene una explicacioén ecoldgica y una
sociologica. Desde el punto de vista ecologico, la
morbilidad se explica por la distribucion geografica de
las serpientes. Las especies venenosas se distribuyen
principalmente en las tierras bajas del norte y del sur
del pais —donde ocurre la mayoria de los accidentes
ofidicos—. Esto se debe a que las zonas de vida del
norte y del sur (bosque humedo subtropical y bosque
muy himedo subtropical), proveen las mejores con-
diciones ecoldgicas para las serpientes y, por lo tanto,
es alli donde se concentra la mayoria de las especies
(Guerra-Centeno, 2018Db).

Tratamiento médico

No todas las mordeduras de serpientes causan en-
venenamiento, ya que algunas de ellas son causadas por
serpientes no venenosas, e incluso en el caso de morde-
duras por especies venenosas, varios casos no dan como
resultado la inyeccidon de veneno, lo que constituye
mordeduras secas. Por lo tanto, el diagnostico correcto
de envenenamiento debe basarse en el analisis de los
signos y sintomas objetivos presentados por el paciente,
junto con los analisis de laboratorio realizados. Dicho
examen clinico inicial, en lugar de la informacion pro-
porcionada por la victima o sus acompanantes, debe
guiar el diagnostico y las intervenciones terapéuticas
posteriores (Gutiérrez, 2009; Letona, 2012; Ministerio
da Satde, 2001, 2019).

Después de un diagnostico inicial, el pilar en el
manejo clinico de estos pacientes es la administracion
intravenosa, ya sea de antiveneno polivalente (para
mordeduras de vibora) o antiveneno anticoral (para
mordeduras de serpiente coral), diluido en solucion sa-
lina. El monitoreo cercano del paciente es critico para
detectar la aparicion temprana de reacciones adversas
a la terapia antiveneno, asi como dar seguimiento de
la evolucion del caso. Ademas, debe considerarse la
profilaxis antitetanica, junto con la administracion de
antibiodticos en picaduras de vibora clasificadas como
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moderada a grave. Finalmente, se debe considerar el
manejo de las complicaciones derivadas de los envene-
namientos, dependiendo de las manifestaciones clinicas
de cada caso (Gutiérrez, 2009).

La administracion de antiveneno por via intra-
venosa es el inico tratamiento especifico para neutra-
lizar la intoxicacion (Gutiérrez, 2019; Gutiérrez et al.,
2017; Lomonte, 2012; Mackessy, 2009; WHO, 2019).
También se utilizan analgésicos, soporte ventilatorio,
fluidoterapia, hemodialisis y antibidticos. Sin embar-
go, también se estan explorando nuevas alternativas
terapéuticas basadas en tecnologias de anticuerpos re-
combinantes y nuevos inhibidores de toxinas (Gutiérrez
et al., 2017). La toma de decisiones para el manejo
clinico se ve afectada por las incertidumbres sobre la
identidad de la especie y la cantidad de veneno inyec-
tado, asi como la composicion del mismo, ya que éste
puede variar con la edad de la serpiente, su sexo y con
la localizacion geografica, atin en individuos de la mis-
ma especie (Amazonas et al., 2018; Daltry et al., 1996;
Furtado et al., 2006; Gutiérrez et al., 2017; Menezes
et al., 2006).

Se resalta el hecho que la tnica forma de atacar el
accidente ofidico y contrarrestar sus efectos, es conocer
los distintos venenos y sus mecanismos de accion, por
lo que se requiere que en Guatemala se continie con
la caracterizacion de los venenos de las diversas ser-
pientes y asi formular sueros antiofidicos especificos
para el pais (Valdés et al., 1994), ya que aqui no se
producen sueros antiofidicos y por lo tanto el Gobierno
debe adquirirlos de proveedores que lo importan desde
Argentina, México y Costa Rica. Lamentablemente esto
repercute grandemente en el gasto, ya que el costo de
cada dosis es de hasta 500.00 quetzales (62.50 USD)
y por lo tanto el tratamiento de un solo paciente, po-
dria ascender a 10,000.00 quetzales (1,250.00 USD).
Ademas, éstos antivenenos presentan algunas particu-
laridades ya que los provenientes de México y Costa
Rica, son elaborados a partir de venenos de serpientes
colectadas en esos paises a diferencia de los importados
de Argentina que son producidos con venenos de ser-
pientes colectadas en Guatemala. Por tanto es posible,
en el caso de los primeros, que la especificidad y, por
consiguiente, la capacidad neutralizante de estos sue-
ros, no sea la deseable para contrarrestar los efectos de
los venenos de las serpientes autdctonas de Guatemala
(Guerra-Centeno, 2015b).

Para evaluar dichos escenarios, han sido reali-
zadas en el pais muy pocas investigaciones, pudiendo
citar el estudio realizado por Rojas y colaboradores
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(1987) donde se evaluo el antiveneno polivalente pro-
ducido en Costa Rica por el Instituto Clodomiro Picado
(ICP), el cual se prepara en caballos inmunizados con
una mezcla de los venenos de B. asper, C. durissus du-
rissus'y Lachesis muta (Lomonte, 2012). El objetivo fue
evaluar la capacidad que tenia este antiveneno para neu-
tralizar los efectos toxicos y enzimaticos de los venenos
de A. bilineatus y C. durissus durissus de Guatemala y
de B. asper y A. nummifer de Honduras. Se concluyd
que a excepcion del efecto edematizante inducido por los
venenos de C. d. durissus y A. nummifer, el antiveneno
polivalente del ICP es efectivo en la neutralizacion de las
actividades toxicas y enzimaticas de estos cuatro venenos
de Guatemala y Honduras. Es interesante que, pese a que
el veneno de A. bilineatus no fue utilizado en la mezcla
de inmunizacion para la elaboracion del tratamiento an-
tiofidico, este antiveneno polivalente fue efectivo en su
neutralizacion, probablemente como consecuencia de
las reacciones cruzadas, de tipo inmunoldgico existentes
entre venenos (Rojas et al., 1987).

Posteriormente, se realizaron dos estudios que
evaluaron la capacidad neutralizante del veneno de 4.
nummifer (mano de piedra) por los antivenenos poliva-
lentes MYN (origen mexicano) y el costarricense del
ICP, en el estudio realizado por Chavez (2001) se demos-
tré que ambos antivenenos resultaron igualmente efecti-
vos para neutralizar el efecto coagulante. No obstante, el
antiveneno del IPC fue mas efectivo que el antiveneno
MYN para la neutralizacion de la actividad fosfolipasa
A2y fue el que neutralizo los efectos letal y hemorragi-
co; contrariamente al antiveneno MYN con el cual no se
pudo alcanzar la neutralizacion de estos efectos.

El segundo estudio evalud la capacidad de dichos
antivenenos para A. nummifer de Guatemala y Hondu-
ras demostrando que el antiveneno ICP fue eficaz en
la neutralizacion de las actividades letal, hemorragica,
miotdxica, coagulante, de desfibrinacion y actividades
de fosfolipasa A2, pero ineficaz contra la actividad for-
madora de edema. Por otro lado, el antiveneno MYN
neutraliz6 las actividades hemorragica, miotoxica, coa-
gulante, de desfibrinacion y actividades de fosfolipasa
A2 aunque con una potencia menor que el del ICP. El
antiveneno mexicano no logré neutralizar las activida-
des letales y formadoras de edema de los venenos de
A. nummifer (Rojas et al., 2001).

Dado que B. asper es una de las especies que mas
accidentes ofidicos causa en el pais, es indispensable
conocer la capacidad de los antivenenos polivalentes
MYN e ICP para neutralizar las actividades toxicas del
veneno. En el estudio realizado por Saravia y colabo-
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radores (2001), ambos antivenenos fueron efectivos
contra todos los efectos estudiados, aunque el producto
costarricense mostr6 una mayor potencia contra la ma-
yoria de las actividades probadas y un mayor titulo de
anticuerpos contra los componentes del veneno, segun
lo determinado por el inmunoensayo enzimatico.

La informacion que se tiene en cuanto a la admi-
nistracion del suero antiofidico en el pais, es también
escasa, sin embargo en el estudio realizado por Maltez
(1994), se reportd que en un hospital de referencia se
administré antiveneno al 76% de los casos, entre los
motivos por los cuales no se aplicd se encuentran la
falta de cumplimiento de criterios para su administra-
cion, el haber transcurrido mucho tiempo de evolucion
o por la falta de dicho tratamiento en el hospital en
aquel momento.

En los casos de accidentes por M. diastema repor-
tados por Castellanos y Rodas (2017), ambos recibie-
ron tratamiento con neostigmina y presentaron buena
evolucion, a pesar de que en ninguno fue administrado
el suero antiofidico especifico debido a la inexistencia
del mismo en el hospital de referencia donde fueron
atendidos los pacientes.

Yee-Seuret y colaboradores (2012) reportaron que
el tratamiento con antiveneno especifico, administrado
con prontitud y repetido las veces necesarias segln la
evolucion clinica, controld 97.7% de los casos de en-
venenamiento, observandose que de los pacientes que
presentaron alteraciones de la coagulacion, el 45.5%
se normalizaron en 48 h. Lo anterior concuerda con
lo publicado en Brasil sobre la importancia que tiene
el tratamiento especifico temprano en el desenlace del
paciente, ya que se han reportado casos en donde el re-
traso en la administracion del antiveneno ha complicado
cuadros de envenenamiento botropico con hemorragia
intracraneana y secuelas a largo plazo para el paciente
(Pardal et al., 2015; Pérez-Gomez et al., 2019). Re-
cientemente, Silva de Oliveira y colaboradores (2019)
reportaron que los niveles de veneno botropico dismi-
nuyeron 12 h después de la terapia con antiveneno,
ademas reportaron que los parametros laboratoriales de
la coagulopatia volvieron a los valores normales dentro
de las 48 h posteriores a la sueroterapia y se mantuvie-
ron hasta el alta.

Es interesante mencionar que una de las especies
presentes en Guatemala, Porthidium nasutum (OPS,
2009), con distribucion para el norte de Guatemala, es
no procoagulante y no induce la desfibrin(ogen)izacion
in vivo, por lo tanto, no deben esperarse alteraciones en
las pruebas de coagulacion en pacientes mordidos por
esta especie (Mackessy, 2009).
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Por otra parte, la terapia antiveneno también pue-
de desencadenar reacciones adversas (Letona, 2012;
Ministério da Satde, 2019; Squaiella-Baptistao et al.,
2018), en una investigacion realizada en un hospital
de referencia, se encontrd que en pacientes con antece-
dentes médicos alérgicos, el 86% (corresponde al 12%
del total de pacientes atendidos) presentd algun tipo de
sensibilidad al suero antiofidico (Ramos, 1994).

En todas las investigaciones realizadas en el pais
se concluyd que la mayoria de servicios de salud no
cuentan con los recursos necesarios para atender a la
poblacion que consulta por accidente ofidico y carecen
de antivenenos por ser de alto costo, de dificil acceso
y en ocasiones cuando si se obtienen, éstos no son es-
pecificos para las especies de nuestro pais, por ser de
origen extranjero, por lo que en varios centros asisten-
ciales unicamente se brinda tratamiento sintomatico a
los pacientes (Barahona, 1993; Garcia, 1993; Gonzalez,
1994; Guerra-Centeno, 2015a; Lopez, 1993; Maltez,
1994; Mazariegos, 1993; Mendoza, 1993; Muralles,
1993; Ramos, 1994; Velasquez, 1993).

Tratamiento por medicina tradicional/
etnomedicina

El tratamiento empirico-etnomédico, principal-
mente de emergencia, tiene gran aceptacion entre la
poblacion afectada, debido esencialmente a las dificul-
tades de transporte, de acceso a los servicios de salud
y a la distancia entre las poblaciones, por lo que los
pacientes utilizan los recursos disponibles en su loca-
lidad (curanderos, comadronas, hueseros, sobadores,
boticarios) (Maltez, 1994), se sabe que en el pais el
tiempo medio que tarda la victima en llegar al hospital
es de 5.6 h (Guerra-Centeno, 2016) y el retraso en la
atencion médica se considera un factor de riesgo para
severidad y mortalidad (Feitosa et al., 2015)

Existen algunos estudios cientificos que demues-
tran la efectividad terapéutica de algunas de las plantas
usadas en la medicina tradicional centroamericana para
tratar el envenenamiento ofidico (Badilla et al., 2014,
Coe & Anderson, 2005; Giovannini & Howes, 2017;
Saravia-Otten et al., 2015, 2017).

En Guatemala, Saravia y colaboradores, 2015
realizaron dos estudios al respecto, en el primero se
determind la capacidad de los extractos de seis plantas
de uso etnomédico (Acacia hindsii, Aristolochia maxi-
ma, Cissampelos pareira, Hamelia patens, Piper pel-
tatum 'y Sansevieria hyacinthoides) para neutralizar los
efectos proteolitico y fosfolipasa A2 (PLA2) del veneno
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de B. aspery en el segundo estudio, que fue una con-
tinuacion, se evalu6 la capacidad para inhibir el efecto
coagulante que tenian dichas especies incluyendo otras
cuatro especies mas (Bursera simaruba, Eryngium foe-
tidum, Hamelia patens, Pimenta dioica) (Saravia-Otten
et al., 2017). Los resultados de ambas investigaciones
concluyeron que no es recomendable el uso aislado de
estas plantas en el tratamiento del envenenamiento por
mordedura de B. asper, aunque posiblemente las que
demostraron alguna actividad puedan resultar potencia-
das al usarse en combinacion con otras plantas, segun
la forma tradicional de preparacion de los antidotos lo
que podria potenciar su accion (Saravia-Otten et al.,
2015, 2017).

Posteriormente, Chang (2017) evalud la accion
inhibitoria de los alcaloides de Sanseveira trifasciata y
Tradescantia spathacea sobre el efecto hemolitico del
veneno de A. mexicanus, concluyendo que es posible
que los alcaloides de 7. spathacea degraden las protei-
nas del veneno y recomienda realizar mas estudios que
evaltien la accion inhibitoria de dichos alcaloides en una
mayor concentracion y purificacion.

Medidas de prevencion

Es evidente que la mayoria de mordeduras ocu-
rren en el pie, especialmente entre los campesinos, quie-
nes usualmente trabajan descalzos ya sea por tradicion
o por razones econoémicas (Bolafos, 1982; Guerra-Cen-
teno, 2015a) dato que clama por el uso de botas altas,
zapatos o leggins de cuero cuando se viaja o trabaja en
el campo; esto evita aproximadamente el 80% de los
accidentes (Letona, 2012; Ministerio da Satde, 2001).

Igualmente una proporcion de accidentes ocurren
en antebrazos, manos y dedos, como resultado directo
del sistema agricola utilizado en el area centroameri-
cana, donde la mano es uno de los mas importantes y
activos instrumentos utilizados (Bolafios, 1982). Por
lo tanto, se recomienda prestar atencion al recolectar
cultivos de arboles o arbustos, como el café, ya que
algunas serpientes venenosas son arboreas (Gutiérrez,
2009), ademas se indica el uso de guantes de cuero
para manejar hojas secas, pilas de basura, lefia, pajitas,
etc., asi como evitar introducir las manos en agujeros
(Letona, 2012; Ministerio da Saude, 2001).

Debido a que las serpientes se refugian en lugares
calidos, oscuros y humedos, debe tenerse precaucion
al manipular pilas de lefia, paja de frijol, maiz o cafia
(Ministerio da Saude, 2001).
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Asi también, se sabe que donde hay roedores hay
serpientes, por lo que se recomienda la limpieza de
los almacenes y patios, evitando el acaparamiento de
basura, deben cerrarse agujeros en paredes y grietas en
puertas, asi como evitar la acumulacion de escombros,
piedras, ladrillos, baldosas, maderas, al igual que mator-
rales altos alrededor de las casas, pues estas condiciones
atraen y albergan pequefios animales que sirven como
alimento para las serpientes (Letona, 2012; Ministerio
da Saude, 2001).

Recomendaciones

La Organizacion Mundial de la Salud indica que
deben promoverse prioridades en investigacion para
garantizar que las herramientas clinicas necesarias
para abordar los accidentes ofidicos estén disponibles
(WHO, 2019).

El problema del envenenamiento ofidico es un
problema multidimensional, ya que el trabajador agri-
cola es vulnerable natural, fisica, econémica, social,
politica, cultural, educativa, ecoldgica e institucional-
mente. Se ha propuesto que la informacion generada
por la epidemiologia social, podria ser utilizada para
concientizar al sector empresarial, al gobierno, a la aca-
demiay a los consumidores sobre la necesidad de lograr
soluciones que contribuyan a disminuir las inequida-
des en salud y a mejorar la resiliencia y la calidad de
vida de los trabajadores del agro y de los colectores de
los productos silvicolas (Bouroncle et al., 2015; Gue-
rra-Centeno, 2015b, 2018a).

Es indispensable la elaboracion de una ficha ofi-
cial obligatoria de reporte por parte del MSPAS, para
llevar un mejor control de los pacientes que ingresan
a un centro hospitalario debido a un accidente ofidico
(Letona, 2012), ademas se debe apoyar con orientacion
técnica y materiales de aprendizaje a los programas
de educacion para la mordedura de serpientes a nivel
comunitario (WHO, 2019) ya que como se reportd en
el estudio realizado por Valdés y colaboradores sélo
el 24.8% del personal médico entrevistado posee un
nivel de conocimiento aceptable sobre esta enfermedad
(Valdés et al., 1994). Por lo tanto, se sugiere también
la elaboracion de guias de identificacion de especie y
tratamiento para el personal médico y paramédico de las
distintas instituciones de salud en el territorio nacional.

Sin olvidar que es necesario garantizar la dispo-
nibilidad y accesibilidad de antivenenos en diferentes
regiones del pais y que estos se distribuyan siguiendo
un plan de gestion que tome en cuenta las regiones con
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mayor incidencia de envenenamientos. Asi como tam-
bién deberia ser considerado el acompafiamiento mé-
dico de las personas que quedan con algun tipo de se-
cuela fisica o psicologica luego del accidente ofidico ya
que estas disminuyen su calidad de vida a largo plazo.
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Resumen

S e determino la frecuencia de anticuerpos 1gG para Toxoplasma gondii'y los virus de paperas, sarampion, rubéola,
varicela y hepatitis B en 90 estudiantes de la carrera de Quimica Bioldgica de la Facultad de CCQQ y Farmacia.
La mayor frecuencia se encontré para rubéola y sarampion, 98.9% para cada prueba y la menor frecuencia fue para
T. gondii con 23.3%. No se encontr6 asociacion significativa entre la positividad y el género, entre la positividad
a paperas, sarampion, varicela y el haber sufrido la infeccion o haber estado en contacto con personas infectadas
y entre la positividad a 7. gondii y el consumir carne roja y/o comida callejera (p > .05). Unicamente en el caso
de la hepatitis B se encontr6 una asociacion significativa entre la positividad y la edad (p = <.001), el hecho de
estar vacunado (p <.001) y el ser sexualmente activo (p =.004). Los porcentajes de vacunacion en la poblacion en
estudio fue alta inicamente para hepatitis B (80%), mientras que para las otras infecciones fue 35.6% para rubéola
y sarampion, 22.2% para varicela'y 10% para paperas. Mas de 82% de los estudiantes presentaron proteccion a los
seis agentes estudiados y se recomienda realizar encuestas sero-epidemioldgicas constantes, evaluar los programas
de inmunizacion, identificar los grupos a riesgo y que las personas que no presenten anticuerpos se vacunen.

Palabras claves: Factores de riesgo, epidemiologia, infeccion viral, toxoplasmosis, vacunacion.

Abstract

he frequency of IgG antibodies for Toxoplasma gondii and the mumps, measles, rubella, varicella and hepa-

titis B viruses was determined in 90 students of the Biological Chemistry career of the Faculty of CCQQ and
Pharmacy. The highest frequency was found for Rubella and Measles, 98.9% each, and the lowest frequency was
for 7. gondii with 23.3%. No significant difference was found between positivity and gender, between positivity to
mumps, measles, chicken pox and having suffered infection or having been in contact with infected persons and
between positivity to 7. gondii and consuming red meat and / or street food (p > .05). Only in the case of Hepatitis
B a significant difference between positivity and age (p = .001), the fact of being vaccinated (p = .001) and being
sexually active (p = .004 was found. The percentage of vaccination in the study population was high only for He-
patitis B (80%), while for the other infections it was 35.6% for rubella and measles, 22.2% for varicella and 10%
for mumps. More than 82% of the students presented protection to the six agents studied and it is recommended
to carry out constant sero-epidemiological surveys, to evaluate the immunization programs, to identify the risk
groups and that people who do not present antibodies get vaccinated.

Keywords: Risk factors, epidemiology, viral infection, toxoplasmosis, vaccination.
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Frecuencia de anticuerpos IgG a seis agentes infecciosos

Introduccion

Los estudiantes de la carrera de Quimica Biologi-
ca inician sus practicas clinicas a partir del tercer afio de
la carrera, lo que implica estar en contacto con perso-
nas sanas, asi como enfermas. Esto requiere que estén
protegidos contra la mayor parte de las enfermedades
infecto-contagiosas, entre ellas la rubéola, varicela, sa-
rampion, paperas que tienen en comun ser producidas
por virus y ser exantematicas. La adquisicion de estas
infecciones generalmente ocurre en nifios y en forma
natural induce la produccion de inmunoglobulinas tipo
G (IgG) y tipo M (IgM). En el pico virémico se elevan
los niveles de IgM que va desapareciendo a las pocas
semanas, mientras que las de tipo IgG se encuentran
en post infeccion como anticuerpos de memoria. Por
otro lado, pueden ser prevenidas a través del uso de
la inmunoprofilaxis, la cual induce la produccién de
anticuerpos IgG protectores durante toda la vida.

Pese a ser enfermedades de la infancia, tienen
consecuencias graves en adultos, como la rubéola y va-
ricela que en mujeres gestantes puede originar la muerte
en el feto o dafos congénitos, o como las paperas que
pueden causar orquitis en los varones que han llegado
a la pubertad (Rodriguez-Balderrama et al., 2009).

Por otro lado, al estar en contacto con fluidos y
materiales bioldgicos se hace necesario que estén pro-
tegidos contra la hepatitis B, ya que ésta se transmite
principalmente por contacto sexual, exposicion a sangre
o fluidos corporales de una persona infectada (Hyams,
1995; Locarnini et al., 2015). La toxoplasmosis es una
de las infecciones parasitarias mas frecuentes en el
mundo, considerada como zoonosis, es decir, se trans-
mite de los animales al humano a través de diversas
vias de contagio (Hernandez-Cortazar et al., 2015). La
principal via de transmision es la via oral, debido al
consumo y manipulacion de carne contaminada, ver-
duras y agua, entre otras.

Es por ello que se realizo este trabajo en estudian-
tes de tercero a quinto afio de la carrera de Quimica
Biologica de la Facultad de Ciencias Quimicas y Far-
macia, con el objetivo de determinar la frecuencia de
anticuerpos 1gG contra Toxoplasma gondii 'y los virus
de paperas, sarampion, varicela, rubéola, hepatitis B,
a fin de establecer si se encuentran protegidos contra
las mismas. Esta frecuencia se comparo con el género,
edad, el estar vacunado y algunos factores de riesgo
especificos para cada infeccion. Esto tomando en cuen-
ta que en 2017 la Federacion Centroamericana y del
Caribe de Salud Ocupacional (Fecasco), en la Guia de
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Vacunacion para los Trabajadores indican la recomen-
dacion de vacunacion de personal de laboratorio clinico
para hepatitis A y B, sarampion, paperas y rubéola.

Presentacion del caso

Se realizo la deteccion de anticuerpos IgG contra
seis agentes infecciosos; 7. gondii, rubéola, varicela,
paperas, sarampion y hepatitis B (anti-HBsAg) en 90
estudiantes de la carrera de Quimica Biologica, por un
ensayo por inmuno absorcion ligado a enzima (Elisa)
Human® para cada agente con un rango de sensibili-
dad es 99.0-100% y de especificidad de 92.6-100%.
Para determinar las absorbancias se utilizo el lector de
placas de micro titulacion Elisa (Awarness®), con una
longitud de onda de 450 nm. La estimacion cuantitativa
de los niveles de anticuerpos IgG especificos se realizo
siguiendo las instrucciones del fabricante.

De los 90 estudiantes, 53 pertenecian a tercer ano,
33 acuarto y 4 estudiantes de quinto afio de la carrera de
Quimica Biologica de la Facultad de Ciencias Quimicas
y Farmacia, de ellos 28 fueron del género masculino
(31.1%) y 62 del femenino (68.8%). El rango de edad
fue de 19 a 31 afios, evaluandose 10 estudiantes del
rango de 19 a 20 afios, 69 de 21 a 26 afios y 20 de 27
a 31 afos.

Los anticuerpos mas frecuentes detectados fueron
los especificos a rubéola y sarampion ambos con 98.9%
(89/90), mientras que el menos frecuente fue a 7. gondii
con 23.3% (21/90) (Tabla 1).

Tabla 1
Frecuencia obtenida de anticuerpos IgG a los seis
agentes infecciosos en la muestra de estudio (N = 90)

Positivo Negativo

N % N %
Rubéola 89 98.9 1 1.1
Sarampion 89 98.9 1 1.1
Varicela 84 933 6 6.7
Paperas 75 83.3 15 16.7
Hepatitis B 74 82.2 16 17.8
Toxoplasma 21 23.3 69 76.7
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Se encontrd asociacion significativa (p < .001)
unicamente en los anticuerpos a la hepatitis B (Tabla 2).

Al analizar la frecuencia de anticuerpos obtenida
a cada agente infeccioso con relacion al género, no se
encontrd ninguna asociacion significativa (p > .05), lo
cual se presenta en la Tabla 3.

Otra de las variables evaluadas fue el estar vacu-
nado, para ello se excluy¢ a la toxoplasmosis, encon-
trando una asociacion significativa tnicamente en el
caso de la hepatitis B (p > .001) (Tabla 4). Se encontro
que los porcentajes de vacunacion fueron, 80% para
hepatitis B, 35.6% para rubéola y sarampion, 22.2%
para varicela y 10% para paperas.

Tabla 2

Posteriormente se analiz6 la positividad obtenida
de acuerdo al haber presentado la enfermedad o haber
estado en contacto con alguna persona que presentaba
la infeccion y no se encontré asociacion alguna (Tabla
5). En el caso de la hepatitis B se asocio la positividad
con el ser sexualmente activo, el 26.7% (24/90) de los
estudiantes indicaron ser sexualmente activos, encon-
trando que estas dos variables presentan asociacion
significativa (p = .004).

En el caso especifico de la toxoplasmosis se eva-
Iuo el consumo de carnes rojas y el comer en la calle,
factores de riesgo importantes para la adquisicion de
la infeccidn, sin embargo, no se encontrd asociacion
significativa (p > .05).

Distribucion de la muestra del estudio segun positividad y edad (N = 90)

19-20 21-26 27-31 2 valor p
P’ N* P N P N
Rubéola 10 0 62 1 17 0.4330 .805
Toxoplasma 2 8 11 52 7 10 1.0260 .600
Hepatitis B 8 2 52 11 2 15 31.9372 >.001
Paperas 8 2 52 11 15 2 0.4027 818
Sarampion 10 0 62 1 17 0 0.4330 .805
Varicela 9 1 58 5 16 1 0.1562 925
Nota. P*= Positivo, N*= Negativo.
Tabla 3
Distribucion la positividad a los seis agentes infecciosos y el género
Femenino Masculino 2 valor p
P N P N
Rubéola 63 1 26 0 0.4110 522
Toxoplasma 17 47 4 22 1.2914 .256
Hepatitis B 53 11 21 5 0.0528 818
Paperas 53 11 22 4 0.0433 .835
Sarampion 64 0 25 1 2.4900 115
Varicela 59 5 25 1 0.4675 494

Nota. P*= Positivo, N**= Negativo

Ciencia, Tecnologia y Salud, 7(2), 2020, 265-272
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Tabla 4
Frecuencia de anticuerpos IgG a cinco agentes infecciosos y el estar vacunado (N = 90)

Vacunacion No vacunacion No recuerda/refiere
x valor p
P N P N P N
Rubéola 32 0 45 1 12 0 0.9670 617
Hepatitis B 62 6 11 11 18.3950 >.001
Paperas 7 2 68 13 0.2222 .637
Sarampion 31 1 58 0 1.8300 176
Varicela 17 3 49 2 18 1 2.9100 233
Nota. P*= Positivo, N** = Negativo.
Tabla 5
Frecuencia de anticuerpos IgG especificos segun algunas variables de interés (N = 90)
Si No No refiere - valor p
P N P N P N
Presenté Enfermedad
Rubéola 4 85 0 1 0.4700 .828
Paperas 10 65 0 15 2.2500 134
Sarampion 6 83 0 1 0.7220 788
Varicela 71 13 3 3 4.5662 .033
Estuvo en contacto
Paperas 26 49 2 13 2.6544 .103
Sarampion 11 78 0 1 0.1410 107
Varicela 71 13 0 1 5.2700 .022
Hepatitis B
sexualmente activo 24 0 49 16 0 1 11.3000 .004
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Discusion

Este trabajo se realizé con el fin de establecer
el nivel de proteccion que tienen los estudiantes de la
carrera de Quimica Biologica contra seis agentes in-
fecciosos. Los resultados demostraron una proteccion
mayor del 82% para los cinco virus evaluados (Tabla
1), lo cual se considera una proteccion alta.

El mayor porcentaje se obtuvo en rubéola y sa-
rampion, ambos con 98.9%. Este porcentaje es bastante
similar al reportado en el 2009 en mujeres embarazadas
que acudieron a la consulta externa de la Maternidad
Periférica de Amatitlan en el periodo 2008-2009 que fue
98.8%, estudio posterior a la campafia de vacunacion
realizada en el 2007 (Lorenzana, 2009). Otros estudios
realizados reportan 95.5% en mujeres embarazadas que
asisten a las Clinicas Familiares del Programa de Me-
dicina Familiar de la USAC (Haussner, 2001), 82% en
mujeres en edad reproductiva en el Hospital Distrital de
Melchor de Mencos (Medina, 2002). Para el afio 2006
el Programa Nacional de Inmunizaciones del Ministe-
rio de Salud Publica y Asistencia Social sefialo que la
prevalencia de anticuerpos anti-rubéola en la poblacion
guatemalteca adulta era de 84.7%, el cual es ligeramen-
te mas bajo que el encontrado en este estudio. No exis-
ten datos recientes sobre el control de la enfermedad
y puede haber casos no reportados principalmente en
areas rurales, en el 2010 se cre6 la Comision Nacional
para certificar al pais libre de sarampion, rubéola y el
sindrome de rubéola congénita (Organizacién Paname-
ricana de la Salud [OPS] & Organizacion Mundial de
la Salud [OMS], 2010). Es alentador el alto indice de
proteccion que presentan los estudiantes de la muestra
de estudio.

El ultimo caso notificado de sarampion en pobla-
cioén de Guatemala fue en el 1997 ya que en enero del
2018 hubo un reporte, pero correspondié a una persona
que venia enferma desde Alemania. Segtn datos obte-
nidos en el Ministerio de Salud Publica y Asistencia
Social, la cobertura de vacunacion desde el 2006 ha
sido mayor del 88% para SPR (sarampién, paperas y
rubéola), lo cual se evidencia en la frecuencia obtenida
en este estudio para las tres infecciones, sin embargo,
el porcentaje de estudiantes que indico estar vacunado
es muy bajo, lo cual es muy probable que se deba a que
los estudiantes desconocian que vacunas han recibido.

La parotiditis es una enfermedad con distribucion
mundial endemo-epidémica. En las zonas templadas,
el invierno y la primavera son las estaciones de mayor
incidencia. En las zonas donde no hay vacunacion sis-
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tematica, la enfermedad es endémica y pueden llegar a
darse una tasa de hasta el 88%. En los ultimos afios los
casos clinicos observados mundialmente se han vuelto
infrecuentes tras la generalizacion de la triple vacu-
nacion contra el SPR. No se encontraron datos de la
poblacion guatemalteca, pero la frecuencia obtenida en
este estudio (83%) es mayor a la reportada en un estudio
realizado en el Hospital Universitario y Politécnico la
Fe de Valencia, donde el 70.1% del personal facultativo
del servicio de pediatria anticuerpos IgG contra el virus
de paperas (Andani et al., 2014).

Elnico reservorio del virus de varicela zoster es
el ser humano, y estadisticamente ocurren 3 millones de
casos de varicela al aflo a nivel mundial (Pefia-Rey et
al., 2004). En este estudio el 93.3% de los estudiantes
dio un resultado positivo para varicela. No se encon-
traron datos epidemiologicos generales de la poblacion
guatemalteca ya que la varicela en Guatemala no esta
sujeta a vigilancia epidemiologica, inicamente se en-
cuentran datos circunscritos a ciertas dependencias o
poblaciones especificas como datos aislados sin conti-
nuidad por lo que no es posible realizar ninguna com-
paracion o analisis. Un estudio realizado entre enero
de 2005 a junio de 2010 en nifos que fueron atendidos
en el servicio de Infectologia del Hospital General del
IGSS de la zona 9 reportd 122 casos de varicela com-
plicada, siendo las complicaciones dermatologicas y
neurologicas, lo que demuestra la necesidad de la va-
cunacion (Mazariegos, 2012).

Lu (2014), reportd que en el periodo del 2002
al 2013, 333 pacientes fueron ingresados al Hospital
Infantil de Infectologia y Rehabilitacion de Guatema-
la por complicaciones de varicela, reportando que del
2002 a 2005 ingreso el 47.44% de la poblacion en estu-
dio que presentaban complicaciones de varicela; en el
periodo de 2006 a 2009 el 32.43% y entre los afios 2010
a2013 el 19.51%, lo que reflejo una disminucion de los
ingresos por complicaciones de varicela durante este
periodo. En otros paises la disminucion en los casos de
varicela puede deberse a la vacunacion en contra del
virus, sin embargo, en Guatemala la vacuna contra la
varicela no se encuentra implementada en el esquema
de inmunizacion. Por otro lado, en paises desarrollados
se realizan encuestas epidemiologicas frecuentes ya que
se ha observado un incremento de casos de varicela zos-
ter entre adolescentes y adultos, lo que podria deberse a
un cambio en la edad de contacto con el virus (Miller,
Vardien, & Farrington, 1993).

Un estudio realizado en México en el 2011
reveld una tasa de incidencia de infeccion por el virus
de la varicela de 299.3 por cada 100,000 habitantes,
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demostrandose ademas que la poblacion infantil en-
tre 1 a 4 afios eran los mas afectados por la infeccion
(Rodriguez-Balderrama et al., 2009).

En este estudio el 82.2% de los estudiantes
demostraron proteccion para la hepatitis B, lo cual es
una consecuencia del requerimiento del personal do-
cente hacia los estudiantes para su proteccion. Este
porcentaje es ligeramente mayor que el encontrado
en el 2004 en estudiantes de tercero a quinto aflo de
la carrera de Odontologia, en donde se reporté 65%
de positividad (Franco, 2004), lo que demuestra que
la vacunacion en el personal de salud se le da impor-
tancia. Se ha demostrado que las personas vacunadas
mantienen una memoria inmunologica de respuesta que
persiste por mas de 22 afios y que es importante elimi-
nar la transmision ocupacional (Blumberg, 2013). Un
estudio realizado en el 2015 demostr6 una cobertura del
48% en los trabajadores del Hospital Nacional Pedro de
Bethancourt de la ciudad de Antigua, el cual es mucho
menor al encontrado en este estudio (Ramirez, 2015).
Los datos demuestran que Centro América ha demostra-
do una disminucioén en la prevalencia entre 1990 y 2005
motivo por el cual ahora se sitia en un nivel de baja
endemicidad, lo cual se cree que es consecuencia de las
medidas de prevencion tomadas, entre ellas control en
bancos de sangre, cambios de conducta sexuales y la
vacunacion (Ott, Stevens, Groeger, & Wiersma, 2012).

En el 2011, un estudio determiné los anticuer-
pos IgG contra T gondii en mujeres en edad fértil de
15 a 45 anos, obteniéndose una frecuencia del 50.43%
(Estrada et al., 2012), la cual es mucho mayor a la de
este estudio y permite inferir que la prevalencia es alta
en Guatemala.

La concentracion de anticuerpos obtenida para
cada agente infeccioso, fue comparada con la edad de
los estudiantes, encontrando una diferencia significa-
tiva inicamente para la hepatitis B (p > .001), lo cual
puede deberse a los estudiantes de 4to afio se le solicita
que se apliquen la vacuna como requisito del curso de
Inmunologia, lo que puede explicar esta asociacion.

No se encontrd una diferencia significativa entre
la frecuencia de positividad y el género de los estudian-
tes, lo cual coincide con lo reportado en la literatura (Gil
et al., 1999; Ott et al., 2012; Rodriguez-Balderrama et
al., 2009). Sin embargo, en un estudio realizado por
Mazariegos (2012) encontré que el género masculino
fue el que presenté mas complicaciones post-varicela.

Al evaluar el estar vacunado con la positivi-
dad obtenida tinicamente se encontrd una diferencia
significativa en el caso de la hepatitis B. Sin embargo, el
numero de estudiantes que indicaron haberse vacunado
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contra las otras infecciones es muy bajo, probablemente
se deba a que los estudiantes no recuerdan que vacunas
les fueron aplicadas de nifios y no solicitaron informa-
cion al respecto a sus padres.

En el 2001 se introdujo la vacuna SRP al pais
como rutina, la mayoria de los estudiantes encuestados
en esa fecha tenian entre 4-8 afios de edad; lo que podria
explicar su desconocimiento sobre la aplicacion de la
vacuna ya que fue administrada a corta edad o puede
que no se les aplicara. Es importante recordar que es-
tas tres infecciones se asocian a una inmunidad de por
vida, por lo que es importante la inmunizacion con una
amplia cobertura que impida la circulacion del virus en
la comunidad y el contacto con la poblacion susceptible
(OPS & OMS, 2016).

La introduccion de la vacuna contra la varicela en
el sistema de salud de los Estados Unidos alcanzo en
el 2001 una efectividad total del 71% en la prevencion
de la infeccion por el virus de la varicela, de tal manera
que de los vacunados sélo un 24% desarrolld varice-
la, la cual se presentd con un cuadro clinico mas leve
de lo habitual (menos de 50 lesiones, sin prédromos),
pero siempre manteniendo la capacidad de transmitir
la infeccidén por medio de contactos (Pefia-Rey et al.,
2004). La vacuna contra la varicela esta indicada para
todos los pacientes susceptibles y especialmente a los
trabajadores de los servicios de salud, personal que
labora en guarderias y mujeres en edad fértil, entre los
que se podria incluir a los estudiantes de este estudio
(Marin et al., 2007). Por otro lado, es importante tener
en cuenta que en otros paises en los tltimos 10 afios la
mortalidad debida a varicela en mayores de 14 afios ha
sido del 73% del total de la mortalidad, y que la tasa de
complicaciones, hospitalizacion y mortalidad es mayor
(Pena-Rey et al., 2004).

En el caso de las paperas, sarampion, rubéola y
varicela se asociaron las variables de haber presentado
la enfermedad o el haber estado en contacto con perso-
nas enfermas con la frecuencia de positividad obtenida,
no obteniendo ninguna diferencia significativa lo que
nos indica que estas dos variables no influyen en la
adquisicion de anticuerpos.

El 26.6% de los estudiantes indico ser sexual-
mente activo, debido a que la hepatitis B puede ser
transmitida por contacto sexual, se asocio la frecuencia
obtenida con esta variable, encontrando que una dife-
rencia significativa (p = .004).

La seroprevalencia de la toxoplasmosis esta rela-
cionada con las condiciones de vida, higiene y habitos
alimenticios, se sabe que puede ser adquirida por la
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ingesta de frutas y hortalizas contaminadas. El consumo
de carne cruda o mal cocinada es una fuente importante,
se estima que el 72% de la carne de cordero, 28% de
cerdo, 9% de equino y 4% de res que es comercializada
contienen quistes tisulares viables de 7. gondii (Grandia
et al., 2013). En Guatemala, no se tiene informacion
sobre este riesgo y se desconocen las normas higiénicas
que siguen las personas que preparan esta comida, por
lo que se evaluo el consumo de comida de la calle y
el consumo de carnes rojas, encontrandose que no son
estadisticamente significativo (p =.998 y .753, respec-
tivamente), lo que indica que no hay una relacion con
la transmision de T. gondii. Sin embargo, es muy im-
portante que se lleve una vigilancia sanitaria de manera
estricta en industrias alimentarias a nivel nacional, para
asegurar un excelente control de calidad, que servira
de beneficio para todos los consumidores. Al realizar
estas acciones se estara disminuyendo la probabilidad
de infeccion por ingestion de quistes de 7. gondii en
carnes y embutidos, incluso también se debe educar a
los estudiantes en cuanto.

En conclusion, mas de 82% de los estudiantes
presentan proteccion a los seis agentes estudiados, pero
se recomienda realizar encuestas sero-epidemiologicas
constantes, asi como el estudio de los nuevos casos que
permitan tener una actualizacion epidemioldgica para
asi evaluar los programas de inmunizacion e identificar
los grupos a riesgo. Por otro lado, se recomienda que
todos aquellos estudiantes que no presentan anticuerpos
se vacunen.
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