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Materiales suplementarios en un articulo
cientifico, retos para los autores

Dentro del proceso de generacion de conocimiento,
se produce una serie de informacion (e.g. datos,
encuestas, nuevos métodos, fotografias) que permite
complementar y fortalecer el conocimiento originado
en una investigacion. Este conocimiento que, poste-
riormente se traduce en trasferencia y divulgacion
por medio de articulos cientificos, también cuenta con
otros materiales que, en conjunto con el articulo, se ar-
ticulan para tener el panorama de la realidad estudiada.
A partir del internet 2.0, los cambios de paradigmas en
las diferentes areas cientificas, han transformado los
procesos intrinsecos de como hacer y divulgar cien-
cia. Todo esto mejora y acelera los descubrimientos
cientificos, pero a la vez, produce nuevos estandares,
interconectabilidad y retos para las comunidades cien-
tificas globales. Dentro de este contexto, los materiales
suplementarios son una herramienta para la ciencia
abierta, pero también brindan al autor-lector, investi-
gador-investigador un espacio unico de conexion para
darle mas informacion que la que contiene el articulo
mismo, mayor transparencia y reproducibilidad del
estudio. Aunque para las revistas cientificas, los ma-
teriales suplementarios no es algo nuevo, y de hecho
desde hace diez afios se ha visto el aumento del uso
de materiales suplementarios en revistas médicas
(Schriger et al., 2011), para la revista Ciencia, Tecnolo-
giay Salud esto apenas empezd en el 2021, y se cuentan
con unos pocos ejemplos de esto. Dentro de los retos,
se debe fortalecer la politica editorial para definir qué
es y qué se permite colocar en esta seccion. Muchas
revistas sugieren que este espacio, aumente la trans-
parencia y reproducibilidad de los articulos que son
parte importante mas no critica del articulo, en cuanto
a instrumentos utilizados, datos crudos, codigo de los
analisis, algoritmos, formulas, encuestas y pueden ser,
ademas de otros tipos como fotografias o videos. Una

buena guia para materiales suplementarios puede ser
la de la National Information Standards Organization
(NISO) del 2013 para los autores y revistas. Aunque
también se debe tomar en cuenta, que cada vez mas
se esta normalizando esta seccidn y se ha observado
problematicas al respecto, en especial por la libertad
que se le da a los autores para colocar informacion en
esta seccion, como lo sefiala Pop y Salzberg (2015), ya
que es una informacién que no es revisada por pares,
las referencias, no pueden ser registradas en los siste-
mas bibliométricos o es material dificil de entender
para los lectores, en especial para los que no son de la
comunidad cientifica. Los materiales suplementarios
dan visibilidad y mayor transparencia al conocimiento
que se publica, por lo que es una oportunidad para
los autores de agregar informacion valiosa para los
lectores y comunidad cientifica global.

Andrea E. Rodas-Moran
Editora ejecutiva
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Resumen

e comparan las métricas de 37 modelos climaticos globales (GCMs, por sus siglas en inglés) de la Fase 6

del Proyecto de Intercomparacion de Modelos Acoplados (CMIP6) con el objetivo de simular el clima de
Guatemala del periodo de 1971 al 2014. La temperatura y precipitacion mensual fue comparada con los datos de
observacion de la Unidad De Investigacion Climatica de la Universidad del este de Anglia (CRU). Se genero6 un
ranquin de modelos basado en la menor distancia entre tres dimisiones basado en tres métricas; Coeficiente de
Correlacion de Pearson (CCP), Error medio cuadratico (RMSE) y Desviacion estandar (DS). Este ordenamiento
coincide con los mejores valores de eficiencia Nash-Sutcliffe (NSE) para temperatura y eficiencia Kling-Gupta
(KGE) para la precipitacion, demas se calculan las métricas; coeficiente de correlacion de Spearman (CCS), errores
de sesgo medio (MBE) y el absoluto medio (MAE). Para precipitacion los primeros 5 modelos presentan valores
KGE de entre 0.5y 0.7, el CCP y CCS entre 0.7 a 0.8 comparados con CRU. Para temperatura los primeros 5
modelos presenta valores de NSE de entre 0.5 a 0.6, CCP y CCS de 0.8. Los modelos sobreestiman levemente la
temperatura y subestiman la precipitacion. Los modelos con mejor habilidad fueron CIESM para temperatura y
el modelo IPSL-CM6A-LR para precipitacion. Adicionalmente se compara el promedio de 66 estaciones locales
con CRU, presentando un KGE de 0.51, CCP de 0.77 para precipitacion y NSE de -0.17 y un CCP de 0.20 para
temperatura. Finalmente, se presenta una tabla con los 10 primeros modelos para cada variable.

Palabras clave: Modelo climaticos, precipitacion, temperatura

Abstract

etrics from 37 global climate models (GCMs) from Phase 6 of the Coupled Model Intercomparison Project

(CMIP6) with the purpose of simulating the climate of Guatemalan from 1971 to 2014. Monthly temperature
and precipitation were compared with data from observation of the Climatic Research Unit of the University of
East Anglia (CRU). A ranking of models was generated based on the shortest distance between three resignations
based on three metrics; Pearson’s Correlation Coefficient (PCC), Root Mean Square Error (RMSE), and Standard
Deviation (SD). This ordering coincides with the best values of Nash-Sutcliffe efficiency (NSE) for temperature and
Kling-Gupta efficiency (KGE) for precipitation; other metrics are calculated; Spearman’s correlation coefficient
(CCS), mean bias errors (MBE), and mean absolute error (MAE). For precipitation, the first 5 models present
KGE values between 0.5 and 0.7, the CCP and CCS between 0.7 and 0.8 compared to CRU. For temperature, the
first 5 models present NSE values between 0.5 to 0.6, CCP, and CCS of 0.8. The models slightly overestimate
temperature and underestimate precipitation. The models with the best ability were CIESM for temperature and
the IPSL-CM6A-LR model for precipitation. Additionally, the average of 66 local stations is compared with CRU,
presenting a KGE of 0.51, CCP of 0.77 for precipitation, and NSE of -0.,17, and a CCP of 0.20 for temperature.
Finally, a table is presented with the first 10 models for each variable.

Keywords: Climatic model, precipitation, temperature
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Introduccion

Los modelos climaticos globales (GCMs, por sus
siglas en inglés) son una representacion numérica del
sistema climatico basada en las propiedades fisicas,
quimicas y biologicas de sus componentes. Estos se
utilizan como herramienta de investigacion para estu-
diar y simular el clima y para fines operativos, en par-
ticular predicciones climaticas mensuales, estacionales
e interanuales (Panel Intergubernamental del Cambio
Climatico [IPCC], 2014). Las simulaciones de los mo-
delos no son exactas y tienen limitaciones al momento
de simular el clima local (Lupo & Kininmonth, 2013),
por lo que antes de utilizarlos es necesario evaluar su
habilidad para reproducir el clima local, comparando
con bases de datos globales o locales de preferencia.

La nueva generacion de modelos climaticos de
CMIP6 que pertenecen a la sexta fase del Proyec-
to de Inter-comparacion de Modelos Climaticos del
Word Climate Research Program (WCRPs), permi-
ten la obtencion de diversos modelos para diferentes
variables meteoroldgicas en una regidon especifica,
ademas muestra importantes mejorias para detectar
el comportamiento climatico del mundo, considerados
ahora como modelos climaticos de alta sensibilidad.
Al mismo tiempo, la respuesta climatica transitoria
permanece sin cambios y el calentamiento histori-
co simulado es compatible con las observaciones
(Voldoire et al., 2019). Actualmente las distintas insti-
tuciones de investigacion del clima ya presentan anali-
sis realizados a partir de datos de CMIP6, enfocados en
la evaluacion de su habilidad, asi como la generacion
de proyecciones de cambio climatico. La nueva version
de CMIP (CMIP6) se ha comparado con sus predece-
soras para distintas variables y en diversas regiones,
encontrando en general que los modelos CMIP6 tienen
menor diferencia con las observaciones en compara-
cion con los modelos CMIPS (Shu et al., 2020).

Las generaciones CMIP (CMIP3, CMIPS y
CMIP6) se han caracterizado su mejora continua, a
tal grado que algunos modelos CMIP6 detectan pa-
trones de forzantes climaticos como la Oscilacion del
Atlantico Norte, Modo Anual del Hemisferio Norte y
el Modo Anual del Sur (NAO, NAM y SAM, por sus
siglas en inglés) (Fasullo et al., 2020). Las precipita-
ciones simuladas para la antartica a nivel continental y
regional, la mediana de los modelos ERAS, tienen una
mejora insignificante de CMIP5 a CMIP6 y también
una mejora de la temperatura cerca de la superficie
(Roussel et al., 2020). Algunas comparaciones entre
modelos globales para distintas variables climaticas

Ciencia, Tecnologia y Salud, 9(1) 2022, 132-149

mencionan que en general, no hay una mejora signi-
ficativa. de CMIP5 sobre CMIP3 (Lee et al., 2013).
En tal sentido los modelos acoplados (CMIPS) compa-
rados con la generacion anterior (CMIP3) encuentran
diferencias con los datos de reanalisis, lo que indica
una incertidumbre considerable con respecto a su
simulacion (Sillmann et al., 2013).

Los GCMs han sido utilizados para evaluar las
extensiones de hielo marino del Artico y la Antarti-
da. La media multi-modelo CMIP6 puede reproducir
adecuadamente los ciclos estacionales de ambas ex-
tensiones Artica y Antartica. En comparacion con los
modelos CMIP5, los modelos CMIP6 tienen menor
diferenciales entre modelos en valores medios y ten-
dencias de dichas extensiones (Shu et al., 2020). Los
GCMs también se utilizan para el analisis de even-
tos extremos climaticos tales como los detenidos por
el Equipo de Expertos en indices de cabio climatico
(ETCCDI). Los resultados muestran que los modelos
CMIP6 generalmente capturan los patrones globales y
regionales observados de temperaturas extremas con
mejoras limitadas en comparacion con los modelos
CMIPS5 (Kim et al., 2020). Los modelos CIMP6 no
solo se usan para simular precipitacion y temperatu-
ra sino para estudios de forzantes climaticos como la
Onda Circumpolar Antartica (ACW por sus siglas en
ingles), en este caso la presion atmosférica fue analiza-
da, encontrando que la capacidad de los modelos para
simular la variacion de la presion atmosférica del mar
es mejor en los modelos del CMIP6 que los modelos
CMIPS (Lu et al., 2020).

En general los modelos CMIP5 simulan la preci-
pitacién con menor errores y menor dispersion que los
modelos CMIP3 en los patrones de precipitacion anual
y estival (Gulizia & Camilloni, 2015). Sin embargo,
en la parte oriental del sureste de América del Sur, un
conjunto de modelos CMIP5 multiples subestima el
ciclo anual de precipitaciones y las sequias (Penalba
& Rivera, 2016), pero capturan adecuadamente las va-
riaciones de precipitacion sobre la Pampa Occidental
Argentina (Maenza et al., 2017). En Africa Oriental la
media del conjunto de modelos CMIP6 en términos
generales muestra un mejor rendimiento en la simu-
lacién del ciclo medio anual local de precipitacion en
comparacion con los modelos CMIP5 (Ayugi et al.,
2021), coincidiendo con Vinod y Agilan (2022), para
el area de India.

Los datos CRU se utilizan para realizar las
comparaciones de los GCMs en todo el mundo, en el
caso de estudios para Sudamérica en la que se logrd
determinar el mejor grupo de modelos para esa region
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(Lovino et al., 2018). Para esta region Palomino-Lemus
y colaboradores (2015) también realizaron compara-
ciones con otros datos de reanalisis, como los de la
National Centers for Environmental Prediction (NCEP
por sus siglas en inglés). Evaluaciones de los modelos
CMIP5 en el noreste de América del sur, encuentran
que, todos los modelos reproducen adecuadamente
los principales modos de variabilidad asociada con el
Fenomeno del Nifio y la Oscilacion del Sur (ENOS)
y con la del Atlantico tropical, sin embargo algunos
modelos tienden a sobreestimar la varianza asociada
con el primer modo (Palomino-Lemus et al., 2015).
Pero es de hacer notar que los proyectos CMIP, me-
joran continuamente, gracias a los adelantos tecnolo-
gicos y cientificos, tal es el caso de un anélisis en la
region del Himalaya en donde se evaluaron los modelos
globales y en general, los GCMs del CMIP5 fueron
mas habiles en simular el ciclo anual de la variabili-
dad interanual en comparacion con GCMs del CMIP3
(Meher etal., 2017). En general los modelos aun tienen di-
ficultades para reproducir los patrones temporales, para
Agyekumy y colaboradores (2022), la realizacion de
promedios de conjunto de los modelos muestra mejores
rendimientos en comparacion con modelos individua-
les en la variable de temperatura principalmente.
Para Centroamérica el grupo multi-modelo
CMIPS tiene un rendimiento razonablemente bueno
en la reproduccion de la variabilidad observada, los
modelos pueden reproducir la variabilidad observada
en el Pacifico oriental y la mayoria de los modelos
capturan la Sequia de Medio Verano sobre Centro-

Figura 1

américa (Sheffield et al., 2013). En el caso del grupo
multi-modelos CMIP6, existen sesgos en las magni-
tudes de precipitacion, pero en general capturan muy
bien las caracteristicas generales de la variacion esta-
cional en la region de Centroamérica (Almazroui et
al., 2021). El ciclo anual de temperaturas observadas
y simuladas por los modelos CMIP6 tienen una cohe-
rencia general, pero con un sesgo calido de entre 0.4
a 0.5 °C para la region Centroamericana, respecto a
CRU en el verano (JJA).

Este estudio compara las series mensuales de
precipitacion y temperatura de 37 GCMs del proyecto
CMIP6 con la base de datos de la Unidad de Investi-
gacion Climatica de la Universidad del este de Anglia
de Inglaterra (CRU), por medio de varias métricas de
dispersion aplicadas a los GCMs, para determinar los
modelos con mejor rendimiento (Lovino et al., 2018;
Palomino-Lemus et al., 2015). El objetivo es encon-
trar el grupo de modelos globales mas adecuados para
simular el clima de Guatemala para desarrollar futuras
investigaciones.

Materiales y Métodos

La comparacion que se realiz6 considera las
series mensuales de precipitacion y temperatura de
un recorte espacial en el dominio: 13.5°N a 18°N y
88.1°W a 92.5°W, coordenadas que contienen dentro
al territorio de Guatemala y parte de otros paises cen-
troamericanos (Figura 1).

Area de evaluacion seleccionada (13.5°N a 18°N y 88°W a 92.5°W)

Panel B

Panel A

TE0) 000 2300 3000 3500 4000 4500 4 16 18 20

22

Panel C

-92 91 -90 -89 -88

3 I3

Nota. Panel A promedio anual de precipitacion (mm) CRU TS 4.02; Panel B promedio de temperatura anual (°C) CRU

TS 4.02 y Panel C Region con las estaciones locales.
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Datos de modelos y de observacion

Se utilizan las salidas de los modelos del periodo
1971-2014 de 37 GCMs (Tabla 1) integrados en la base
de datos del proyecto CMIP6, que corresponden a las
nuevas generaciones de los modelos utilizados en el
ARG6- IPCC de diferentes centros de investigacion y
modelacion climatica del mundo y la base de datos de
referencia pertenece al grupo de datos de reanalisis
del Climatic Research Unit (CRU), conjunto de datos
climaticos con una cuadricula de 0.5° de latitud por
0.5° de longitud en todos los dominios terrestres del
mundo excepto la Antartida (Harris et al., 2020).

Los datos utilizados de CMIP6 corresponden a
los experimentos historical segiin la codificacion del

Tabla 1

World Climatic Research Program (WCRP) las simu-
laciones utilizadas son las rlilpl, donde r es el primer
numero de realizacidn, i es el indicador del método
de inicializacion, y p el nimero de fisica perturbado.
Mas detalles se encuentran en Taylor y colaborado-
res (2012), la resolucion espacial y temporal de entre
100 a 200 km? y mensual respectivamente. Entre estos
se encuentran modelos acoplados océano-atmosfera
(AOGCM por sus siglas en inglés), los modelos del
sistema terrestre (ESM por sus siglas en inglés) y
los modelos con procesos quimicos atmosféricos
(ChemAO y ChemESM por sus siglas en inglés).
Ademas, se compara el promedio de 66 estaciones
locales dentro de area de estudio, 43 de Guatemala,
12 de México y 4 de Belice, 4 de El Salvador y 3 de

Modelos CMIP6 utilizados, nombres, instituciones, resolucion y referencias

Resolucion
No. Modelo CMIP6  Institucién espacial Referencia
(km)
1 ACCESS-CM2 Australian Community Climate and Earth-System Simulator 250 Dix et al. (2019)
2 AWI-CM-1-1- Alfred Wegener Institute for Polar and Marine Research 100 Semmler et al.
MR (2018)
3 BCC-CSM2-MR  Beijing Climate Center, Climate System Model 100 Wu et al. (2019)
4 BCC-ESM1 BBC, CMA. Beijing Climate Center Climate System Model. 250 Zhang et al. (2018)
5 CAMS-CSM1-0  China Meteorologic Administration 100 Rong et al. (2019)
6 CanESMS5 Canadian Centre for Climate Modeling and Analysis 500 Swart et al. (2019)
7 CESM2 NSF-DOE-NCAR, National Science Foundation federally 100 Danabasoglu
funded research and development center. National Center for (2019)
Atmospheric Research.
8 CESM2-FV2 NSF-DOE-NCAR, National Science Foundation federally 250 Danabasoglu
funded research and development center. National Center for (2019)
Atmospheric Research.
9 CESM2- NSF-DOE-NCAR, National Science Foundation federally 100 Danabasoglu
WACCM funded research and development center. National Center for (2019)
Atmospheric Research.
10 CESM2- NSF-DOE-NCAR, National Science Foundation federally 250 Danabasoglu
WACCM-FV2 funded research and development center. National Center for (2019)
Atmospheric Research.
11 CIESM Department of Earth System Science, Tsinghua University 100 Huang (2019)
12 E3SM-1-0 Earth System Grid Federation 100 Bader et al. (2019)
13 E3SM-1-1 Department of Energy, Lawrence Livermore National 100 Bader et al. (2019)
Laboratory
14 EC-Earth3 EC-Earth Consortium 100 (EC-Earth) (2019)
15 EC-Earth3-Veg EC-Earth Consortium 100 (EC-Earth) (2019)
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Tabla 1 (continuacion)

Resolucion
No. Modelo CMIP6 Institucion espacial Referencia
(km)
16  FGOALS-f3-L LASG, Institute of Atmospheric Physics, Chinese Academy 100 YU (2019)
of Sciences
17 FGOALS-g3 LASG, Institute of Atmospheric Physics, Chinese Academy 250 Li(2019)
of Sciences
18 FIO-ESM-2-0 FIO-SOA First Institute of Oceanography State Oceanic 100 Song et al. (2019)
Administration
19 GFDL-ESM4 NOOAA-GFDL, National Oceanic and Atmospheric 100 Krasting et al.
Administration, Geophysical Fluid Dynamics Laboratory (2018)
20 GISS-E2-1-G NASA-GISS. National Aeronautics and Space 250 (NASA/GISS)
Administration. Goddard Institute for Space Studies (2018)
21 GISS-E2-1-G- NASA-GISS. National Aeronautics and Space 250 (NASA/GISS)
cC Administration. Goddard Institute for Space Studies. (2018)
22 GISS-E2-1-H National Aeronautics and Space Administration. Goddard 250 (NASA/GISS)
Institute for Space Studies. (2018)
23 INM-CM4-8 INM. Russian Institute for Numerical Mathematics Climate 100 Volodin et al.
Model (2019)
24 INM-CMS5-0 INM. Russian Institute for Numerical Mathematics Climate 100 Volodin et al.
Model. (2019)
25 IPSL-CM6A-LR Institut Pierre-Simon Laplace 250 Boucher et al,
(2018)
26  KACE-1-0-G National Insittute of Meteorological Science 250 Byun et al. (2019)
27 MCM-UA-1-0 The University of Arizona 250 Stouffer (2019)
28 MIROC6 JAMSTEC. Japan Agency for Marine-Earth Science and 250 Tatebe & Watana-
Technology. be (2018)
29  MPI-ESM-1-2- MPI Max Planck Institute 250 Neubauner et al.
HAM (2019)
30  MPI-ESM1-2- MPI Max Planck Institute 100 Jungclaus et al.
HR (2019)
31 MPI-ESM1- MPI Max Planck Institute 250 Wieners et al.
2-LR (2019)
32 MRI-ESM2-0 Meteorological Research Institute 100 Yukimoto et al.
(2019)
33  NESM3 Earth System Grid Federation 250 Cao & Wang
(2019)
34 NorCPMI1 EarthClim 250 Bentsen et al.
(2019)
35  NorESM2-LM NCC Norwegian Climate Centre 250 Seland et al.
(2019)
36  NorESM2-MM  NCC Norwegian Climate Centre 100 Bentsen et al.
(2019)
37 SAMO- Global Climate Simulated by the Seoul National University 100 Park & Shin
UNICON Atmosphere Model Version 0 with a Unified Convection (2019)
Scheme
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Honduras, este promedio esta identificado en la tabla como
“Region” (Figura 1C).

Los datos de referencia CRU estan a una resolu-
cion de 0.5° y la resolucion de las simulaciones de los
modelos tiene resoluciones que van desde los 1 grados
a4 grados para la serie de 43 anos, periodo 1971-2014.

Procesamiento de datos

Para los recortes de la region en estudio de
los modelos globales se utilizo el software GRADS
(Doty & Kinter, 1995), que ademas permitio realizar
los promedios de las series del area en estudio para
cada modelo global de las variables de precipitacion y
temperatura mensual. Para dichas series se calcularon
las siguientes métricas; error de sesgo medio (MBE);
indica si una simulacion de los GCMs sobreestima o
subestima los datos observados, error absoluto medio
(MAE) y raiz del error cuadratico medio (RMSE); los
cuales representan la magnitud del error entre la serie
simulada y la observada, descripcion de estas métricas
se puede encontrar en Willmott & Matsuura, 2005, la
eficiencia de Nash-Sutcliffe (NSE); que proporciona
informacion sobre la habilidad predictiva de las se-
ries simuladas como se explica en Nash y Sutcliffe,
1970; este coeficiente varia entre —co y 1, siendo 1 la
puntuacién perfecta de habilidad predictiva de la serie
simulada, Moriasi y colaboradores (2007) sugirid que
el rendimiento del modelo puede ser evaluado como
“satisfactorio” si NSE > 0.5 y “muy bueno” si NSE >
0.75, la desviacion estandar (DS); proporciona infor-
macion sobre, que tan bien se ajustan los modelos a la
variabilidad de los datos observados, el coeficiente de
correlacion Pearson (CCP) al igual que el coeficiente
de correlacion de Spearman (CCS); proporcionan in-
formacion sobre. que tan bien se ajustan los modelos
al comportamiento de los datos observados en rela-
cion lineal y monotona respectivamente, el error medio
cuadratico (RMSE); proporciona informacion sobre,
qué tan cercano estan los datos simulados de los datos
observados y finalmente el coeficiente de eficiencia
Kling-Gupta (KGE), esta medida de bondad de ajuste
contempla la correlacion, sesgo y variabilidad (Gupta
et al., 2009), en este caso valores superiores a 0.5 se
consideran buenos (Rogelis et al., 2016). Todas estas
métricas se presentan en tablas para su comparacion
en un ranquin de modelos. Cada una de estas métricas
proporcionan informacion sobre la variabilidad, sesgo
y predictibilidad de cada modelo respeto a los datos de
referencia observados.

Ciencia, Tecnologia y Salud, 9(1) 2022, 132-149

El diagrama de Taylor fue utilizado para mostrar
de forma cualitativa el rendimiento aproximado de las
predicciones de los modelos, con respecto a los valo-
res de referencia. La similitud entre dos parametros
se cuantifica en términos de su coeficiente de CCP, la
raiz del error cuadratico medio centrado (CRMS) y la
amplitud de sus variaciones, que es representada por su
desviacion estandar (DS) de los modelos. En el diagra-
ma los modelos ubicados proximos al punto sefialado
como “CRU” u “Obs” = observado corresponden a los
modelos que mejor acuerdan con la referencia (Taylor,
2001).

Para el andlisis comparativo se realiza graficos
interanuales y de ciclo anual para visualizar el sesgo
que tiene lo modelos respecto a las series de referencia.
Se utilizan diagramas de dispersion ente CRU y; el me-
jor modelo segun las métricas evaluadas; el promedio
de estaciones locales y el promedio del conjunto de los
37 modelos, cada diagrama contiene el coeficiente de
determinacion (R?) en comparacién con CRU y pen-
diente (m) en comparacion con una m 1:1.

Para tener una medida cuantitativa de los que
expresa el Diagrama de Tylor se utilizo la distancia
minima entre dos puntos en un sistema de coordena-
das cartesianas tridimensional, en donde x, y y z seran
representadas en el calculo de las métricas; DS, CCP
y CRMSE respectivamente. La distancia entre dos
puntos cualesquiera P1(x1, y1, z1) y P2(x2, y2, z2) es:

d(p1,p2) = J@2 —x12 + (72 —y1)2 + (22 —z1)2 (D)

Esta medida gener6 el ranking de los modelos
con menor distancia respecto a los datos de referencia,
es decir la menor distancia entre dos puntos.

Resultados

Simulacion historica de precipitacion
mensual, 43 afios (1971-2014)

El ranking de modelos se puede ver en la Tabla
2. En ella se muestran las métricas de los 37 modelos
ademas del promedio de estaciones locales “Region”.
En términos generales las simulaciones de los primeros
10 modelos reproducen muy bien la serie comparada
con los datos CRU, los rangos de CCP y CCS oscilan
entre 0.7 a 0.8. Las métricas RMSE y MAE son varia-
bles entre los modelos presentando se entre el rango
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de 81 a 129 y de 61 a 98 respectivamente. La métrica
MBE sugiere que la mayoria de los GCMs tienden a
subestimar la precipitacion (Lovino et al., 2018). En
términos generales los errores estadisticos son altos y
el NSE son relativamente bajas. Pero las mejores efi-
ciencias estan en los primeros 5 modelos los cuales
varian de 0.4 a 0.6 en NSE y 0.6 a 0.7 en KGE.

Las series de tiempo de precipitacion anuales de
la serie de referencia CRU, (promedio de 62 estacio-
nes), y modelos se presentan en la Figura 2, los GSMs
en rango intermodelo (drea gris).

Tabla 2

El promedio de 37 modelos subestima la preci-
pitacion observada en un 48% en promedio, el modelo
IPSL-CMO6A-LR subestima en solo un 4% y el prome-
dio de 71 estaciones locales subestima un 20%. Los
porcentajes se estiman como,

5-0
~ ] « 100, o

Y%prec = [

siendo S y O los valores promedio simulados y obser-
vados de las series de tiempo respectivamente.

Meétricas de comparacion estadistica entre las series temporales de precipitacion mensual observada por CRU,
simulaciones CMIP6 y promedio de estaciones locales “Region”, para el periodo (1971-2014). Ranking, Modelo,
Distancia, KGE, NSE, CCP, CCS, RMSE, DS (mm/mes), MAE y MBE en (mm/mes)

Modelos CMIP6,  Distancia KGE NSE CCP CCS RMSE DS MAE MBE

CRU y Region

CRU 0.00 1 1 1 1 0 142.04 0 0
1 IPSL-CM6A-LR 83.58 077 0.67 082 0.80 81.26 12245  61.19 -1.73
2 FGOALS-g3 97.57 072 053 082 081 9739 148.03  73.75 41.58
3 MRI-ESM2-0 104.68 0.65 047 0.77 0.80 103.50 12633 7541 -47.98
4 NorESM2-MM 108.86 059 046 077 0.79 10401 109.89  74.08 -51.99
5 CanESMS5 110.33 0.68 040 075 0.81 110.16 148.07 78.96 -38.87
6  NESM3 117.80 056 033 076 080 11640 12394 88.09 -70.13
7 CESM2-WACCM  130.84 048 0.19 0.66 0.75 12770 113.54  92.21 -68.26
8 MIROC6 137.08 041 016 071 073 12979 9795 98.51 -82.45
9  NorESM2-LM 138.27 041 0.13 073 075 13220 101.53  98.01 -89.83
10 CESM2 143.64 038 0.07 0.65 073 137.17 99.42 101.25  -84.34
11  BCC-ESM1 144.92 048 -0.04 0.66 0.78 144.60 151.73 111.85  -79.50
12 SAMO-UNICON 145.62 033 0.14 0.67 0.68 131.24 7893 94.03 -77.00
13 GFDL-ESM4 147.03 034 007 0.69 074 13698 88.62 99.92 -89.97
14 KACE-1-0-G 148.94 034 001 0.69 077 14095 93.90 106.30  -96.78
15 EC-Earth3 150.69 031 0.04 0.72 078 13932 84.62 102.87  -96.76
16  EC-Earth3-Veg 150.92 032 001 0.67 077 14099 88.20 10291  -93.96
17 CIESM 156.15 028 -0.08 0.58 0.72 147.38  90.44 107.88  -91.09
18 MIROC-ES2L 157.51 026 -0.02 0.67 0.72 143.63 77.38 107.37  -96.18
19  GISS-E2-1-G 157.59 026 -0.04 0.61 0.67 14461 7942 105.51  -90.16
20  GISS-E2-1-G-CC  157.65 026 -0.06 0.57 0.63 146.42 83.58 107.17  -88.40
21 FIO-ESM-2-0 159.23 023 006 0.66 072 137.56 61.86 97.68 -81.07
22 MCM-UA-1-0 163.68 045 -027 053 059 160.10 176.11 11442  -28.43
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Tabla 2 (continuacion)

Modelos CMIP6, Distancia KGE NSE CCP CCS RMSE DS MAE MBE
CRU y Region
23 MPI-ESM1-2-LR  167.75 020 -0.13 0.75 0.77 151.16 69.31 116.36  -112.42
24 MPI-ESM-1-2- 177.18 0.15 -032 069 074 163.16 72.96 127.82  -123.93
HAM
25 CESM2-FV2 179.58 0.14 -042 054 059 16932 8221 12824  -120.19
26 FGOALS-f3-L 185.05 0.07 -0.38 053 059 16645 61.17 124.10  -114.07
27  E3SM-I1-1 188.11 0.08 -049 056 0.62 173.35 69.00 132.37  -127.27
28 CAMS-CSM1-0 196.11 0.03 -044 074 077 17038 4494 13042  -127.86
29  E3SM-1-0 196.40 0.03 -0.60 060 068 179.32 61.95 138.22  -136.56
30 BCC-CSM2-MR 196.60 0.0l -0.59 054 073 179.07 60.90 136.55  -132.16
31 GISS-E2-1-H 197.99 -0.01 -0.67 044 0.64 183.13 66.81 137.18  -131.51
32  CESM2-WACCM- 199.18 0.00 -0.68 051 053 18390 65.52 140.08  -137.51
Fv2
33 INM-CM5-0 204.63 -0.14  -0.74 025 026 18721 5941 13577  -124.66
34  NorCPMI 250.55 -0.34  -1.37 044 045 218.63 19.66 172.57  -172.46
35 INM-CM4-8 266.94 -0.44 -1.56 043 040 227.14 1.80 178.19  -177.95
36 MPI-ESM1-2-HR  267.12 -0.48 -1.56 035 033 227.15 149 178.06  -177.79
37  ACCESS-CM2 267.29 -0.52  -1.57 026 023 22756 1.83 178.54  -178.26
Region 115.52 051 047 077 0.80 103.43 90.60 74.11 -47.32
Figura 2
Serie anual de precipitacion anual (mm/afio) observada por CRU y simulada por los CIMIP6, modelo IPSL-CM6A-
LR y Region
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Se puede observar en la Figura 2 que el rango
de 37 modelos (area gris) tiene una amplitud amplia
y su promedio (linea gris discontinua) subestima los
datos observados CRU, el promedio Region (linea gris
obscuro) queda por debajo y el modelo IPSL-CM6A-
LR (linea doble) es el que mejor se ajusta de todos los
modelos. La serie de datos CRU y algunos modelos
detecta los maximos de precipitacion local que exist-
ieron en 1998 con el huracan Mitch y en 2010 con la
Tormenta Agatha.

Los comparativos del ciclo anual de precipitacion
se puede observar la Figura 3, El rango de 37 modelos
(area gris) tiene gran amplitud y su promedio subesti-
ma las observaciones CRU (linea negra) durante todo
el aflo, los meses mas cercanos son los meses de enero,
febrero, marzo y diciembre, coincidiendo con parte
de invierno austral. Algunos autores como Lovino y
colaboradores (2018), Penalba y Rivera (2016) y Maen-
za colaboradores (2017), encontraron simulaciones
adecuadas para los meses de menor precipitacion y
baja habilidad para los meses de mayor precipitacion.
El promedio de Region (linea gris obscuro) también
subestima a CRU y el sesgo seco y la alta dispersion se
reduce en gran medida por el modelo IPSL-CM6A-LR.

El modelo IPSL-CM6A-LR y CRU reproduce co-
rrectamente el ciclo medio anual de precipitacion en la
region del estudio con dos méaximos de precipitacion,
caracteristico de la region Centroamericana, ademas

de la Sequia de Medio Verano (Canicula) la cual es
adecuadamente simulada por los modelos en general.

Los graficos de dispersion de precipitacion men-
sual se pueden observar en la Figura 4, donde se com-
para la serie CRU en el eje X y en el eje Y el modelo
IPSL-CM6A-LR (Figura 4A), Region (Figura 4B) y
Promedio de 37 modelos (Figura 4C). Los circulos re-
llenos corresponden a los meses de poca precipitacion
mensual (Nov, Dic, Ene, Feb, Mar y Abr) en donde los
modelos se ajustan bastante bien a las cantidades de
lluvia, los meses de mayor precipitacion en circulos
sin relleno presentan una mayor dispersion en compa-
racion con los meses de menor lluvia.

La regresion lineal del modelo IPSL-CM6A-LR
presenta una pendiente (m) = 0.71 y un coeficiente de
determinacion (R?) = .68 entendiendo que la mejor
pendiente 1:1 y seria de valor de 1 y el mejor R? seria
un valor de 1, el promedio de Region presenta una
m = .49 y un R? = .60 y el promedio de 37 modelos
obtiene m = .39 y R? = 74. En general, los modelos
tienden a subestimar la precipitacion media en los me-
ses de lluvia y sobreestimar en meses con bajas pre-
cipitaciones, es decir subestimar las precipitaciones
superiores a 400 mm y sobreestimar las precipitaciones
por debajo de 20 mm. La dispersion de datos es menor
para las precipitaciones bajas y aumenta para valores
altos. Estos resultados sugieren que, si bien los GCM
individuales son capaces de reconocer la variabilidad

Figura 3
Ciclo anual (mm/mes) de la precipitacion observada por CRU y simulada por los CIMIP6, Modelo IPSL-CM6A-LR
vy Region
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temporal de la serie, presentan dificultades para simu-
lar las cantidades de la lluvia mensual.

La grafica de dispersion del conjunto de 37
modelos (Figura 4C) muestra bandas muy dispersas
y un sesgo seco durante todo el afio. Ademas, valores
mensuales de baja precipitacion (menores de 20 mm
de [luvia) no son simulados por el ensemble. El modelo
IPSL-CM6A-LR (Figura 4A) tiene un comportamiento
similar a los datos observados CRU, pero subestima los
meses de [luvia. En general, los modelos tienen bastan-
te dispersion en los valore mas altos de precipitacion
y menor dispersion en los valores bajos de precipita-
cion. Estos resultados sugieren que, si bien los GCM
individuales son capaces de reconocer la variabilidad
temporal de la serie, presentan dificultades para simu-
lar las cantidades de la lluvia mensual. La Figura 4B
muestra la dispersion entre los datos de Region y CRU,
mostrando una menor dispersion los datos, pero con
una subestimacion en los valores de precipitacion altos.

La Figura 5 muestra el rendimiento de los mode-
los en el Diagrama de Taylor. Los diagramas de Taylor
resumen el grado de correspondencia entre los campos
observados y simulados en términos de la relacion de
sus variaciones (Taylor, 2001). El grupo de los mejores
modelos son los que mas se acercan al origen CRU.
Los valores de desviacion estandar individuales indi-
can valores similares entre trenes los modelos, pero
el modelo IPSL-CM6-LR (punto gris con numero 1)

Figura 4

se acercan mas a CRU (punto negro), ademas de cuen-
tan con correlaciones superiores a .65. Los nimeros
corresponden al ranquin de la Tabla 2. El punto con
numero | corresponden al modelo IPSL-CM6A-LR y
R corresponde a Region.

Simulacién historica de temperatura
mensual, 43 aios (1971-2014)

Las métricas de evaluacion de los modelos
CMIP6 de las simulaciones histdricas del periodo 1971
a 2014 se muestran en el ranquin de la Tabla 3, en
general todos los modelos indican que la temperatura
media de la region seleccionada esta bien simulada.
Los modelos tienen correlaciones en un promedio de
0.8 y errores relativamente altos con un promedio de
RMSE 1.4 °C, los valores de los errores MAE estan en
un promedio de 1.2 °C. EI RMSE de los primeros 10
modelos estd en un rango de 0.8 a 1 °C y un MAE de
entre 0.6 a 0.8, los valores negativos de MBE muestran
que los modelos son mas bajos que los observado por
CRU. Los modelos en general presentan una eficiencia
NSE aceptables, las cuales son satisfactorias segun lo
recomendado por Moriasi y colaboradores (2007). Los
10 primeros modelos lograron las mejores métricas de
evaluacion, pero no en gran medida. El modelo CIESM
presenta las mejores métricas con CCP y CCS de 0.85,

Grdficos de dispersion de precipitacion mensual simulada versus observada
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Figura §

Grdficos de dispersion de precipitacion mensual simulada versus observada
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Nota. El punto negro corresponde a CRU, los puntos grises son los 10 mejores modelos, la numeracion corresponde al
ordenamiento de la Tabla 2. La curva centrada en CRU corresponde a CRMS: raiz de error medio cuadratico centrado

y “R” al promedio Region de 66 estaciones locales.

NSE 0.65, RMSE 1.38 °C, MBE -0.03 °C y MAE 1.15
°C. En el caso de los datos de Region se puede men-
cionar que su correlacion con los datos CRU es bajo.
La Figura 6 presenta la serie temporal de tem-
peratura media anual para el modelo con mejores mé-
tricas CIESM (linea gris clara), CRU (linea negra), el
promedio Region (linea gris obscura) y los modelos
CMIP6 en rango de modelos (area gris) y su promedio
en linea gris discontinua. El rango de los 37 modelos
(area gris) presenta una gran amplitud y su promedio
se ajusta la tendencia de a CRU. El promedio de Region
queda por debajo de CRU y el mejor modelo CIESM se
asemeja bastante a los datos de CRU (KGE =0.77, NSE
=0.65 y CCP = 0.87). Todos los modelos presentan una
tendencia una tendencia muy similar a los datos CRU.
La climatologia observada por CRU (linea
negra) y los simulados por modelos, se puede ver en la
Figura 7 donde se presenta el ciclo anual de temperatu-
ra. El promedio de 37 modelos (area gris) presenta una
amplia amplitud y su promedio (linea discontinua) y
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el modelo CIEM (linea gris clara) se ajustan muy bien
a CRU. El promedio de Region (linea gris obscuro)
queda por debajo de CRU en los meses de enero a
agosto y se ajusta bien solamente en los meses frios
de septiembre a diciembre. El promedio de modelos
reproduce bien en los meses de octubre, noviembre y
diciembre, correspondiente a la transicion de otofio a
invierno boreal. Estos resultados sugieren que no to-
dos los modelos logran simular correctamente el ciclo
anual medio de temperatura observada.

Los graficos de dispersion de la temperatura
simulada por los modelos y CRU se presentan en
Figura 8 para el modelo CIESM, Figura 8A para el
promedio de Region, Figura 8B y para el promedio
de los 37 modelos en la Figura 8C. La lineal linea de
regresion de modelo CIESM presenta un R?= .75y
m = 1.04, Region con R?=.5ym=.5y el promedio de
37 modelos presenta un buen ajuste con R?= .87 y
m = 1. La dispersion de los datos es similar en los
meses frios que en los meses calidos.
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Tabla 3

Métricas de comparacion estadistica entre las series temporales de temperatura mensual observada por CRU, simu-
laciones CMIPG6 y promedio de estaciones locales “Region”, para el periodo (1971-2014). Ranking, Modelo, Distan-
cia, KGE, NSE, CCP, CCS, RMSE, DS (°C/mes), MAE y MBE en (°C/mes)

Modelos CMIP6, CRU y Region Distancia KGE NSE CCP CCS RMSE DS MAE MBE

CRU 0.00 1 1 1 1 0 1.41 0 0
1 CIESM 088 077 0.65 0.87 0.87 0.83 1.68 0.65 -0.03
2 CESM2-WACCM 090 082 061 083 0.81 088 149 0.72 0.25
3 MRI-ESM2-0 093 0.78 061 086 0.86 088 1.66 0.68 -0.25
4 CanESMS5 1.01 08l 052 0.85 0.86 098 1.57 0.76 0.50
5 FGOALS-g3 1.02 076 052 0.83 0.83 098 1.65 0.72 -0.36
6 MPI-ESM1-2-HR 1.04 073 051 0.81 0.81 099 1.69 0.81 -0.13
7 NorCPMl1 1.05 079 048 0.87 0.85 1.02 1.65 0.84 0.62
8 CESM2 1.07 081 045 0.83 0.82 1.05 1.54 087 0.59
9 E3ESM-1-0 1.08 069 051 0.84 0.82 099 1.79 0.78 0.14
10 NorESM2-MM 1.08 081 043 0.82 0.78 1.06 149 0.85 -0.60
11 FIO-ESM-2-0 1.10 075 044 0.84 0.83 1.06 1.68 0.81 -0.55
12 FGOALS-f3-L .11 0.79 041 0.84 0.81 1.08 1.60 0.84 -0.65
13 MPI-ESM1-2-LR .12 071 043 0.77 0.77 1.07 1.66 0.84 -0.04
14 GISS-E2-1-G 1.16 064 045 0283 0.81 1.05 186 0.84 -0.09
15 EC-Earth3 1.18 0.69 038 0.82 0.83 1.12 1.76 ~ 0.89 -0.47
16 EC-Earth3-Veg 1.19 067 039 083 0.83 1.10 1.82 090 -0.42
17 IPSL-CM6A-LR .20 069 035 0.79 0.79 1.14 1.09 096 -0.75
18 AWI-CM-1-1-MR .21 070 031 0.73 0.72 1.17 1.59 095 0.37
19 MPI-ESM-1-2-HAM 1.22 067 031 0.67 0.64 1.17 134 093 -0.36
20 E3Sm-1-1 122 062 038 0.85 0.83 1.11 1.90 091 046
21 GISS-E2-1-G-CC 1.25 056 040 0.85 0.83 1.09 2.00 0.88 -0.07
22 BCC-CSM2-MR 1.29 068 025 0.84 0.83 122 1.80 1.03 0.73
23 SAMO-UNICON 1.37 067 0.15 081 0.77 1.30 1.80 1.02 -0.76
24 NorESM2-LM 140 074 0.06 0.82 0.81 1.37 1.67 1.15 097
25 ACCESS-CM2 148 0.68 0.00 0.87 0.85 141 183 1.16 -1.07
26 KACE-1-0-G 1.58 076 -0.21 0.81 0.81 1.56 1.62 131 1.24
27 GFDL-ESM4 1.58 054 -0.05 0.89 0.88 145 2.04 1.16 -1.02
28 CESM2-FV2 1.63 065 -023 0.77 0.76 1.57 179 134 1.08
29 CAMS-CSM1-0 1.6 071 -031 0.86 0.83 1.62 1.77 137 -1.35
30 NESM3 1.71  0.64 -035 0.86 0.87 1.64 1.87 145 -1.32
31 MCM-UA-1-0 .73 0.68 -042 0.82 0.80 1.68 1.79 142 1.34
32 INM-CM4-8 2.15 026 -0.80 0.83 0.81 1.89 243 145 1.17
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Tabla 3 (continuacion)

Modelos CMIP6, CRU y Region Distancia KGE NSE CCP CCS RMSE DS MAE MBE

33 INM-CMS5-0 227 024 -1.03 0.82 0.80 201 246 159 131
34 BCC-ESM1 232 083 -1.68 085 0.86 231 142 218 218
35 CESM2-WACCM-FV2 233  0.61 -1.60 0.83 0.81 228 190 2.04 2.00
36 MIROC6 244 047 -1.79 0.60 0.61 236 1.89 191 1.79
37 GISS-E2-1-H 3.50 075 -5.12 0.80 0.80 349 153 337 337

Region 1.88 0.04 -0.17 0.20 0.20 1.53 0.67 133 -0.53
Figura 6

Serie anual de temperatura anual (°C/aiio) observada por CRU y simulada por los CIMIP6, modelo CIESM y Region
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Figura 7

Serie anual de temperatura anual (°C/aiio) observada por CRU y simulada por los CIMIP6, modelo CIESM y Region
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La Figura 9 muestra el diagrama Taylor de tem-
peratura de la region seleccionada para los 10 mejores
modelos y el promedio de Region (Datos de 66 es-
taciones locales). El punto negro de referencia CRU
muestra que las observaciones tienen una desviacion
estandar de 1.4 °C. En general el diagrama muestra que
los modelos representan correctamente la desviacion
estandar de referencia. Los modelos se presentan en el
orden del ranking de la Tabla 3. Los coeficientes de co-
rrelacion son superiores a 0.8. Ademas, los 5 modelos
presentan correlaciones similares, sus desviaciones es-

Figura 8

tandar estan entre los 1.06 a 1.85 y RMSE menores a 1.
En términos generales, la grafica de Taylor es consis-
tente con el ordenamiento del ranking de modelos en
base a la distancia de las métricas DS, C.C. Pearson
y RMSE.

El punto negro corresponde a CRU, los puntos
grises son los 10 mejores modelos, la numeracion
corresponde al ordenamiento de la Tabla 2. La curva
centrada en CRU corresponde a CRMS: raiz de error
medio cuadratico centrado y R al promedio Region de
66 estaciones locales.

Serie anual de temperatura anual (°C/aiio) observada por CRU y simulada por los CIMIP6, modelo CIESM y Region
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Figura 9

Diagrama de Taylor de las simulaciones de temperatura (periodo 1971-2014)

01 g2 03

0.0 05

10
Standard deviation

15

Ciencia, Tecnologia y Salud, 9(1) 2022, 132-149

20

1 CIESM
2  CESM2-WACCM
3 MRI-ESM2-0
4 CanESMS3
5 FGOALS-g3
6 MPI-ESM1-2-HR
05 7 NorCPMI1
8 CESM2
.99 9 E3ESM-1-0
10 NorESM2-MM
R Regién

| 145



Comparacion de modelos climaticos para Guatemala

Los modelos que replican adecuadamente ambas
variables del periodo comparado se presentan en la
Tabla 4.

Tabla 4

Ranking final de GCMs considerando su habilidad para
reproducir temperatura y precipitacion mensual del
periodo de 1971 a 2014 de CRU

GCMs para GCMs para
Precipitacion Temperatura

1 IPSL-CM6A-LR 1 CIESM

2 FGOALS-g3 2 CESM2-WACCM

3  MRI-ESM2-0 3 MRI-ESM2-0

4 NorESM2-MM 4 CanESMS5

5 CanESMS5 5 FGOALS-g3

6 NESM3 6 MPI-ESM1-2-HR

7 CESM2-WACCM 7 NorCPM1

8 MIROC6 8 CESM2

9 NorESM2-LM 9 E3ESM-1-0

10 CESM2 10 NorESM2-MM

En la Tabla 4 se puede notar que los modelos
FGOALS-g3, MRI-ESM2-0, NorESM2-MM, CESM2-
WACCM, CESM2 (con sus nimeros sombreados) estan
entre los primeros 10 modelos en ambas variables, por
lo que los ajustes que se le realicen a estos modelos uti-
lizando una reduccion de escala estadistica o dindmica
deberian ser menores que los de los demas modelos
para simulaciones historicas del clima de la region en
estudio. También se puede observar que los modelos
IPSL-CMO6A-LR y CIESM son los mejores para cada
variable, precipitacion y temperatura respectivamente.

Discusion

Este documento evalud la capacidad de los GCMs
CMIP6 para simular el comportamiento espacio tem-
poral observado en la region de estudio. Los GCMs
fueron seleccionados de dos grupos de simulaciones
CMIP6, para el periodo de 1971 a 2014. Las simulacio-
nes mensuales de precipitacion y temperatura fueron
evaluadas con el grupo de datos CRU TS 4.02 obser-
vado. Las simulaciones de cada GCM vy los grupos
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multi-modelo fueron evaluados a través del MBE, el
MAE, el RMSE, los coeficientes NSE, KAGE y las
correlaciones de Pearson y Spearman. Estas métricas
fueron calculadas para las series temporales con el pro-
medio del area de la region de estudio. Los resultados
permitieron seleccionar un subgrupo de modelos que
representan mejor la precipitacion y temperatura men-
sual en el periodo seleccionado.

Para la precipitacion los coeficientes de correla-
cion oscilan entre 0,34 a 0,81 respecto a CRU. En esa
misma linea Choy y colaboradores (2022), encontraron
para el Sur de Africa que los coeficientes de correlacion
tienden a estar entre 0.4 a 0.90 los cuales van a variar
segun la ubicacion geografica y la dindmica atmos-
férica de la region estudiada. El RMSE tienden a ser
bastante uniformes entre modelos y varian entre 86 a
219 mm. Estos errores son altos en comparacion con
otras regiones de Suramérica (Gulizia & Camilloni,
2015) y en Lovino et al., 2018. Pero hay que tomar en
cuenta que son regiones climaticas distintas a las de
este estudio.

El coeficiente de correlacion es mas 1util como
medida de la fase entre series de tiempo, y los erro-
res se pueden corregir utilizando estadisticas métodos
(por ejemplo, reduccién de escala). Los 10 modelos
escogidos como mejores en base a la menor distancia
en el diagrama en 3 dimensiones (Desv, RMSE y Cor
Pearson) tuvieron correlaciones superiores a 0.75 se
eligieron para realizar un promedio, lo modelos son los
sombreados en la Tabla 4. Las puntuaciones estadisti-
cas en estos 10 modelos son mejores que el resto de las
modelos, los errores se reducen y aumenta la eficiencia.

Las observaciones de temperatura y las simu-
laciones muestran que la region tiene una tendencia
de calentamiento en la temperatura media anual en
los ltimos 10 afios. Las observaciones de CRU vy las
simulaciones de los GCMs, presentan un aumento en
el ciclo anual de temperatura de aproximadamente de
0.5 °C. Los mejores 10 modelos alcanzan correlacio-
nes en superiores a 0.8 respecto a CRU. Los modelos
CIESM, CESM2-WACCM, MRI-ESM2-0, CanESM5
y FGOALS-g3 presentan buenos valores en las mé-
tricas de evaluacion para la habilidad de simular la
temperatura regional de CRU.

Las observaciones de precipitacion de CRU de
1971-2014 muestran que la region tiene una marcada
variabilidad interanual, la cual es dificil de simular
por los GCMs. Para el caso del ciclo anual los modelos
de CMIP6 simulan adecuadamente los dos maximos
de precipitacion anual y la sequia de medio verano de
la region (Canicula), pero en general presentan una
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cuantificacion menor a CRU en promedio de casi un
50% de precipitacion media anual.

Para precipitacion el modelo IPSL-CM6A-LR
muestra un mejor ajuste que los demas, reduciendo los
sesgos y subestimando solo un 4% de la precipitacion
media anual de CRU. El promedio de todos los modelos
subestima a CRU en un 48% y en la serie interanual
este conjunto no identifica la precipitacion maxima que
existieron en algunos afios en particular como en el
1998 cuando ocurrio el huracan Mitch, el 2005 cuando
ocurrio el huracan Stan y mas evidentemente en el
2010 cuando se produjo la tormenta tropical Agatha
en la que produjo una precipitacion media anual de
superior a los 2,200 mm y los modelos subestimaron en
casi 300 mm anuales. La mayoria de los MCG tienden
a subestimar la precipitacion seglin se observa en la
métrica MBE, por lo tanto, los errores estadisticos de
precipitacion son altos, lo que resulta en bajas eficien-
cias de Nash-Sutcliffe.

La evaluacion de las simulaciones permitio se-
leccionar un subconjunto de 10 modelos (IPSL-CMO6A-
LR, FGOALS-g3, MRI-ESM2-0, NorESM2-MM,
CanESMS5, NESM3, CESM2-WACCM, MIROC6,
NorESM2-LM yCESM?2) que mejor se reproducen
los campos de precipitacion y un subconjunto de 10
modelos (CIESM, CESM2-WACCM, MRI-ESM2-0,
CanESM5, FGOALS-g3, MPI-ESM1-2-HR,
NorCPM1, CESM2, E3ESM-1-0 y NorESM2-MM)
que mas habilmente representa la temperatura media
regional. Se espera que estos modelos que representan
satisfactoriamente el clima historico sean los mas apro-
piado para simular el clima futuro. Aunque se reconoce
que es necesario investigar otras sefiales climaticas
detectadas los modelos de la Fase 6 del Proyecto de In-
tercomparacion de Modelos Acoplados (CMIP6); como
por ejemplo el fenomeno ENOS, para comprender aun
mas la habilidad de estos (Zhao & Sun, 2022).
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Resumen

| objetivo de esta investigacion consistio en explorar el comportamiento historico de la temperatura, preci-

pitacion y la radiacion saliente de onda larga (OLR) para Guatemala, durante el periodo de sequia de medio
verano (canicula). El procedimiento metodologico partio del uso de la base de datos de 38 estaciones meteorolo-
gicas del Instituto Nacional de Sismologia, Vulcanologia, Meteorologia e Hidrologia, de Guatemala (Insivumeh),
del periodo de 1971-2019. Se realizaron promedios para cada region del pais; Norte, Caribe, Franja Trasversal,
Pacifico, Boca Costa, Oriente y Altiplano. Mediante series de tiempo con resolucion temporal diaria, se evaluaron
seflales de cambio y se hicieron graficas de OLR con la base de datos del Centro Nacional de Prediccion Am-
biental (NCEP, por sus siglas en inglés) de 2.5° x 2.5° de resolucion. Los resultados muestran que la temperatura
ha aumentado en dicho periodo, encontrando que en algunas regiones climaticas el aumento ha sido de 1 °C y
en otras de 2 °C. Asimismo, se encontrd que los dias sin lluvia tienen una tendencia hacia el aumento, al igual
que la radiacion saliente de onda larga. La canicula, es un fendmeno meteorologico que esté siendo afectado por
el cambio climatico, y en la medida que se siga experimentando un calentamiento diferencial entre los océanos
Pacifico y Atlantico, influira en el cambio de clima para Guatemala. En conclusion, durante la canicula se mani-
festaron sefiales de tendencia hacia el aumento de la temperatura, aumento de dias sin lluvia y aumento de OLR.

Palabras clave: Cambio climatico, canicula, temperatura, precipitacion

Abstract

he objective of this research was to explore the historical behavior of temperature, precipitation and outgoing

long-wave radiation (OLR) for Guatemala, during the midsummer drought period (canicula). The metho-
dological procedure was based on the use of the database of 38 stations of the National Institute of Seismology,
Volcanology, Meteorology and Hydrology, of Guatemala (Insivumeh), from the period 1971-2019. Averages were
made for each region of the country; North, Caribbean, Transversal Strip, Pacific, Boca Costa, East and Altiplano.
Using time series with daily temporal resolution, signals of change were evaluated and OLR plots were made
using the National Center for Environmental Prediction (NCEP) database at 2.5° x 2.5° resolution. The results
show that the temperature has reached in this period, finding that in some climatic regions the increase has been
1 °C and in others 2 °C. Likewise, it was found that the days without rain have a tendency to increase, as well
as the outstanding long-wave radiation. The heat wave is a meteorological phenomenon that is being affected
by climate change, and to the extent that differential heating between the Pacific and Atlantic oceans continues
to be experienced, it will influence the climate change for Guatemala. In conclusion, during the heat wave there
are signs of a trend towards an increase in temperature, an increase in days without rain and an increase in OLR

Keywords: Climate change, heatwave, temperature, precipitation
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Introduccion

Comportamiento de variables meteorologicas
durante la sequia de medio verano en
Guatemala

La sequia de medio verano (Mid-Summer
Drought [MSD], por sus siglas en inglés) o canicula,
es un fenémeno meteoroldgico que se caracteriza por
una disminucion de la precipitacion durante varios
dias, o semanas, durante la estacion lluviosa en la re-
gion de Centroamérica (Garcia Oliva, 2018; Magafia
et al., 1999). Small y colaboradores (2007) y Garcia
Oliva (2018), coinciden en que la canicula, denominada
también sequia de medio verano, esta tipificada como
una disminucion en la precipitacion pluvial durante la
mitad de la temporada de lluvias en el sur de México
y América Central. Para el caso de Guatemala, este
fenomeno meteoroldgico de canicula se evidencia prin-
cipalmente en las costas del Pacifico, el Altiplano y la
region Central, tanto con dias sin lluvias como con un
aumento de temperatura entre 0.5 a 1 °C.

El fenomeno climatico de sequia de medio vera-
no, tiene una duracion aproximada de seis quincenas;
iniciando en la primera quincena de junio y finalizando
en la segunda quincena de septiembre. En este periodo
se registra una disminucion en las lluvias del 32.7%, lo
que indica que la presencia de la canicula no es la sequia
total sino, mas bien, la disminucion en de precipitacion.
Segtin Small y colaboradores (2007) el calentamiento de
la superficie sobre la tierra también juega un papel im-
portante. En este periodo la temperatura se incrementa
significativamente en la Costa Sur de Guatemala y la
distribucion espacial de este incremento posiblemente se
relaciona con la distribucion de la actividad convectiva
durante esta época (Garcia Oliva, 2018).

Ademas, cuando el uso de la tierra cambia a ur-
bano, la tendencia de la temperatura es al aumento
generando islas de calor durante el dia, lo cual altera a
la vez los patrones de precipitacion (Gallo et al., 1996;
Ochoa, 2021; Pérez, 2018).

Rodriguez-Vera y colaboradores (2019) encon-
traron patrones dominantes de variabilidad interanual
e identificaron modos acoplados, evidenciando que el
fenémeno climatico denominado “El Nifio-Oscilacion
del Sur” (ENOS) influye en casi todos los modos. Asi-
mismo, demostraron también que la precipitacion sobre
el mar Caribe, es sensible a los modos de variabilidad
acoplada viento-temperatura superficial del mar de
junio a octubre, periodo en el cual se registra la canicula
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para Guatemala. Estos modos parecen estar fuertemente
relacionados con la variabilidad interanual de la sequia
de medio verano y la migracion meridional de la zona
de convergencia intertropical en el Pacifico oriental, la
cual es un area ubicada en el Océano Pacifico (Duran-
Quesada et al., 2010; Mestas-Nuifiez et al., 2007).

Herrera y colaboradores (2015), concluyen que la
disminucion de la precipitacion durante el verano en la
mayor parte de las Américas tropicales esta ligada al
comportamiento de la corriente en chorro de nivel bajo
en el Caribe (Caribbean Low-Level Jet [CLLJ], por sus
siglas en inglés), cuya intensidad esta anti correlacio-
nada a la precipitacion, pues presenta en el verano un
maximo de intensidad en julio y conectada también
a la actividad de ondas del este. Para Zermefio-Diaz
(2019), el patron espacial de la precipitacion asociado
a la canicula es mas robusto durante el verano, pero
se puede ver también en escalas de tiempo diarias, in-
traestacionales e interanuales. Ademas, también hay
patrones especificos para viento y presion sugiriendo
un acoplamiento mecanico que puede llevar a que los
patrones espaciales sean extrapolados para entender
ciertas tendencias. Magafa y Caetano (2005), descri-
ben la evolucion temporal de varios parametros me-
teoroldgicos en los mares intra americanos durante el
experimento climatico de las albercas de agua caliente
(ECAC) y revisaron cuales resultados estan de acuer-
do y cuales refutan la teoria expuesta por Magafia y
colaboradores (1999).

Rivera (2021), demostré que coincidentemente
durante el periodo de la canicula, en los meses de julio
y agosto hay sefiales que incrementan a la precipita-
cion por la oscilacion Madden-Julian en las fases 2 y
8 en la region sur de Guatemala. Por el contrario, se
ha encontrado que esta oscilacion no favorece fuer-
temente a la conveccion y la precipitacion durante el
primer maximo de lluvia, pero parece suprimir la llu-
via en la mayor parte de la region de canicula, excep-
to en el suroeste de México en la canicula de agosto
(Perdigon-Morales et al., 2019).

En Guatemala existen grandes areas con escasa
cobertura de estaciones meteorologicas, o donde las se-
ries temporales de observaciones histdricas tienen datos
faltantes, lo que dificulta estudiar y analizar la variabi-
lidad de la precipitacion a diferentes escalas de espacio
y tiempo. En este articulo se muestra como la tempera-
tura, los dias sin lluvia y la radiacion saliente de onda
larga, han aumentado en el periodo de la canicula para
Guatemala, analizando datos de temperatura del 1971
al 2019, encontrando que en algunas regiones climaticas
el aumento ha sido de 1 °C y en otras regiones de 2 °C.
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Materiales y métodos

Area de estudio

Guatemala se ubica en América Central (ver
Figura 1). Tiene frontera al norte con México, al este
con Belice y al sur con Honduras y El Salvador, al
oeste esta limitada por el océano Pacifico (254 km) y al
este por el golfo de Honduras (148 km). Las diferentes
zonas ecologicas varian desde el nivel del mar hasta
aproximadamente 4,000 m s.n.m., con precipitaciones
pluviales que varian desde los 400 hasta aproximada-
mente 4,000 mm anuales, con un clima calido tropical,

Figura 1

mas templado en el altiplano. Es el pais mas poblado
de Centroamérica con 14,901,286 habitantes segun el
censo del 2018 en un area de 108,889 km? (Instituto
Nacional de Estadistica [INE], 2019).

Datos utilizados

De la base de datos del Instituto Nacional de
Sismologia, Vulcanologia, Meteorologia e Hidrologia
de Guatemala para el periodo de 1971-2019, se usaron
los registros de temperatura y precipitacion diaria de
treinta y ocho estaciones de Guatemala. Todas las esta-
ciones tienen un periodo de 1971 a 2019, se realizaron
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promedios para cada region del pais con las estaciones
que corresponden a cada una de las siguientes regiones;
Norte, Caribe, Franja Trasversal, Pacifico, Boca Costa,
Oriente y Altiplano. Se usaron las series de tiempo de
temperatura maxima y minima con resolucion tem-
poral diaria para cada una de las estaciones, los datos
faltantes de los registros diarios se estimaron con el
promedio histoérico correspondiente a cada estacion
y luego se realizaron los promedios por estaciones en
cada region. Para evaluar las sefiales de cambio en el
periodo de canicula, se usaron los meses de junio a
octubre y para cada serie resultado de cada region se
genero la de tendencia interanual con su respectivo
coeficiente de correlacion de Pearson (r?) que permitié
visualizar si la temperatura tiene una tendencia posi-
tiva o negativa.

Se utilizo el célculo de indices del Grupo de Ex-
pertos en Deteccién e Indices de Cambio Climatico
(ETCCDI) formado conjuntamente por la Organiza-
cion Meteorologica Mundial (OMM), del proyecto
de variabilidad climatica (CLIVAR) y la Comision
Conjunta de Oceanografia y Meteorologia Maritima
(JCOMM), quienes han impulsado a escala global di-
cho célculo de indices de cambio climético a partir de
datos diarios (Karl et al., 1999). Con estos indices del
ETCCDI se obtuvieron las sefales de cambio climatico,
especificamente en lo referente a los extremos meteo-
rologicos desde el punto de vista climatico.

Para temperatura se utilizaron los siguientes in-
dices:

(1) 125 FD Numero de dias con dias de helada

(Tmin<0° C)

(i) 141 ETR dias de rango de temperatura extrema
intraanual (Th-TI)

(iii)) TMINmean Media de las temperaturas
minimas

(iv) TMAXmean Media de las temperaturas
maximas

Se analizaron las tendencias de datos de tem-
peratura maxima y minima de todo el pais a partir
de la metodologia propuesta por el ETCCDI, la cual
incluye un control de calidad probando la homogenei-
dad de los datos, con lo cual se minimizan los errores
en los indices creados (indices de cambio climatico).
Se realizé un modelo lineal para cada mes durante el
periodo 1971 a 2019 para las temperaturas maximas,
de Guatemala, utilizando el promedio de treinta y ocho
estaciones del pais, para luego extraer para cada mes

Ciencia, Tecnologia y Salud, 9(2) 2022, 150-165

y cada temperatura la pendiente de la recta de tenden-
cia. Se realiz6 el calculo de los indices de temperatura
maxima promedio y temperatura minima promedio
del periodo total y del promedio de todas las estacio-
nes para representar todo el pais. Se calcularon indices
de cambio climatico; temperatura mensual promedio,
maxima y minima, la temperatura promedio mensual
se obtuvo a partir de las series de datos observados de
temperatura y precipitacion de acuerdo con la metodo-
logia del “RClimDex (1.0) User Manual” (Zhang et al.,
2005). La base de datos de estos calculos corresponde
a los registros del promedio de 38 estaciones meteoro-
logicas nacionales a escala diaria, para el periodo 1971
a 2019. Para el calculo de las pendientes de las rectas
de tendencia de la temperatura maxima, se utilizo la
ecuacion de la recta resultante para cada periodo. A
partir de esta ecuacion se extrajeron las pendientes
(tasas de cambio) para representarlas en barras para
los distintos periodos analizados.

Para el calculo de OLR se utiliz6 la base de
datos de NCEP (National Centers for Environmental
Prediction) de 2.5 x 2.5° de resolucidn, con datos men-
suales desde 1979 a 2020 (Liebmann & Smith, 1996).
Para la precipitacion se uso la base de datos mensual
CHIRPS con resolucion de 0.05 x0.05°, para el periodo
de 1979-2020 (Funk et al., 2015).

Se utiliz6 un filtrado acondicionado para sumar
los dias consecutivos con precipitacion igual a cero del
promedio de 38 estaciones meteorologicas nacionales.
Las cajas de bigotes (box plots, en inglés) de los dias
consecutivos sin lluvia durante julio y agosto del pe-
riodo de 1971 al 2019.

Se utilizaron datos mensuales del Indice estanda-
rizado de precipitacion ([SPI], por sus siglas en inglés;
Guttman, 1999) para analisis de 3-meses (junio, julio
y agosto) y de 6-meses (mayo, junio, julio, agosto, sep-
tiembre y octubre), con datos de la University of East
Anglia (UEA) Climatic Research Unit (CRU) Global,
con resolucion de 0.5 x 0.5° también mensuales, para
el periodo de 1979-2020. Los productos derivados de
la OLR se hicieron con los datos respectivos al area
[93.75°W-88.75°W] y [12.5°N-17.5°N], obteniendo
tanto resultados espaciales, como una serie temporal
correspondiente al promedio espacial.

Se obtuvo la climatologia de precipitacion
acumulada mensual para las siguientes regio-
nes, delimitandolas aproximadamente con las si-
guientes areas rectangulares: [longitudes], [lati-
tudes]; Petén: [91°W-89.2°W], [16.1°N-17.8°N],
Caribe: [89.46°W-88.54°W], [15.2°N-15.9°N], Franja
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Transversal: [91.5°W-89.46°W1], [15.6°N-16.1°N], Oc-
cidente: [92.1°W-91.2°W], [14.7°N-15.6°N], Altiplano
Central: [91.2°W-90.2°W], [14.56°N-15.6°N],Valles
de Oriente: [90.2°W-89.3°W], [14.2°N-15.5°N], Boca
Costa: [92°W-90.5°W], [14.3°N-14.6°N], Costa Sur:
[92.3°W-90.1°W], [13.8°N-14.3°N]; ver Figura 2

Para el cambio de temperatura maxima desde el
punto de vista espacial se realizo en base a las esta-
ciones utilizadas, por medio de la herramienta Spline
de ArcGis la cual utiliza un metodo de interpolacion
estimando valores, obteniendo la anomalia de tempera-
tura entre los periodos (1971-2000) y (2001-2019). Los
datos diarios de estaciones locales fueron homogeni-
zados y rellenados mediante el método de la serie mas
cercana (Paulhus & Kohler, 1952); es decir que para
completar los datos diarios se promedian los valores
vecinos, normalizados dividiéndolos por sus respecti-

Figura 2

vos promedios promedio y luego se generd el modelo
de regresion (Guijarro, 2018).

Resultados

Para la temperatura

La temperatura en los periodos de tiempo de la
canicula se ha incrementado para Guatemala en el pe-
riodo de 1971-2019. Sin embargo; tal como se observa

en la Figura 3, se evidencia entre 0.5 a 1 °C en algunas
regiones como el caso del Caribe, Boca Costa, Costa
Sur, Franja Transversal del Norte y Altiplano Central.
En la Figura 4 se observa el incremento de las
temperaturas maximas promedios de los meses de junio
a octubre para cada afio de 1971 a 2019 para Guatemala.

Mapa de las regiones climaticas de Guatemala aproximadas con rectangulos
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Figura 3

Cambios de temperatura (°C) en el periodo de canicula para Guatemala, 1971-2019
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2 Franja Transversal
3 Caribe

4 Valles de Oriente
5 Altiplano Central
6 Occidente

7 Boca Costa

8 Costa Sur
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Comportamiento meteoroldgico durante la sequia de medio verano

En la Figura 5 se observa que las temperaturas
minimas promedio mensual estan incrementando su
valor, lo cual evidencia un calentamiento significativo
en el periodo canicular.

Derivado del calculo de las pendientes se gener6
la grafica de tendencias de julio, mes que fue el que
mas pendiente de aumento presento de todos los meses
del aflo. Al analizar tres periodos de comparacion: (i)
un periodo de 1971 al 2019 (49 afos), (ii) un periodo
del afio 1971 al 1999 (29 afios) y (iii) un periodo final
el cual comprende del afio 2000 al 2019 (20 afios); se
identificaron sefiales significativas de aumento cons-
tante de temperatura a nivel nacional a partir del afio
2000 (ver Figuras 6 y 7).

Se puede observar en la Figura 7 que el primer
periodo no presenta una tendencia claramente mar-
cada (linea gris oscuro), pero en comparacion con
el segundo periodo (linea negra) si que se presenta
una tendencia de calentamiento. Coincidentemente
este aumento de la temperatura maxima coincide con
varias sequias fuertes que ha experimentado el pais,
como por ejemplo en los afios 2001, 2009, 2015, 2016
y 2019.

También se obtuvo un resultado espacial para el
cambio de temperatura maxima en julio para Guate-
mala en base a las estaciones utilizadas, por medio de
la herramienta Spline de ArcGis, obteniendo la ano-
malia de temperatura entre los periodos (1971-2000) y
(2001-2019) en la Figura 8.

Figura §

Para la precipitacion

Se elaboro la climatologia de precipitacion acu-
mulada mensual para cada una de las regiones descri-
tas anteriormente y aproximadas como secciones rec-
tangulares, encontrando que las regiones del Altiplano
Central, del Occidente, de Valles de Oriente, de Petén y
de Costa Sur presentan un comportamiento agrupado
similar, teniendo la menor cantidad de precipitacion.
Algo separadas con precipitacion acumulada mensual
superior a 100 mm/mes arriba de las anteriores es-
tan las regiones de la Franja Transversal y de Boca
Costa pero también con comportamiento similar, con
una sefal tipica de canicula con su disminucién de
precipitacion durante julio y agosto. Notoriamente, se
obtuvo que solo para la region del Caribe no se exhibe
el comportamiento de canicula (Figura 9).

Dentro del periodo que se considera de canicula,
los meses de julio y agosto son los que presentan me-
nor precipitacion y para mostrar los cambios en estos
meses se calcularon los dias consecutivos sin lluvia
durante esos meses.

Los dias consecutivos sin lluvia durante julio y
agosto del periodo de 1971 al 2019 se muestra en la
Figura 10, se aprecia que el periodo de 1970 a 1995 los
dias consecutivos sin lluvia son de aproximadamente
20 dias y para finales del periodo de 1996 a 2019 la
media es de aproximadamente de 30 dias consecutivos
sin lluvia en los meses de julio y agosto.
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Figura 6

Comportamiento de las pendientes de temperatura maxima (°C/aiio)
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Nota. Comportamiento de las pendientes de temperatura maxima (°C/afio) tomando tres diferentes periodos:
(1971-2019) barras grises oscuro, (1971-2000) barras grises, (2000-2019) barras grises claro.

Figura 7

Tendencias de temperatura maxima (°C/aiio)
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Nota. Tendencias de temperatura maxima tomando las pendientes (°C/afio) para tres diferentes periodos: (1971-2019)
linea gris, (1971-2000) linea gris oscuro y (2000-2019) linea negra; para el mes de julio.
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Figura 8
Anomalia de temperatura maxima (°C) para los periodos 1971-2000 y 2001-2019
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Climatologia de precipitacion acumulada mensual (mm/mes) en cada una de las regiones para el periodo 1979-2019
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Figura 10

Dias sin lluvia dentro de la canicula

30

Para la OLR

La radiacion saliente de longitud de onda larga
(OLR), es aquella que se emite hacia el espacio después
de que la radiacion solar incidente sobre la atmosfera
ha interactuado con cualquier elemento dentro de ella,
como nubes o superficie. Se mide usando satélites y se
usan unidades de flujo de energia (Wm™). Es una varia-
ble muy usada en el ambito de las ciencias atmosféricas
para encontrar areas de desarrollo de nubes profundas
o en su defecto, para averiguar en donde no las hay.

Para la region de Guatemala se hizo la climato-
logia de OLR obteniendo un comportamiento acorde
al de la precipitacion (Figura 9), con dos picos de OLR
minima centrados en junio y en septiembre correspon-
dientes a los méaximos de precipitacion en los mismos
meses, con un periodo de aumento relativo de OLR en
la mitad del verano, durante julio y agosto, correspon-
diente a la canicula. Al igual que para la precipitacion,
encontramos que la variabilidad es mayor para el se-
gundo pico de OLR comparada con el primero, lo que
indica que hay una mayor interaccion de fenémenos
meteorologicos hacia fines de la temporada lluviosa.

Centrandose en los meses de julio y agosto, se
busco una tendencia de OLR para julio y agosto, en-
contrando que solo para julio se observa que hay una
tendencia positiva de OLR y que es casi nula para agos-
to (Figura 11A), ademas observamos que en general,
la OLR disminuye conforme el tiempo transcurre de
julio a agosto lo que esta de acuerdo a la climatologia
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de OLR, sin embargo, hay varios afios que ocurre al
contrario (1982, 1983, 1984, 1985, 1987, 1992, 1997,
2002, 2006, 2008, 2011 y 2015) y la OLR aumenta de
julio a agosto mas de un 20% del rango de variabilidad,
es decir, mas de 7 Wm, lo que permite concluir que en
esos afos el periodo de canicula se prolong6. Basados en
el resultado anterior, comparamos la frecuencia relativa
de OLR en julio para dos periodos de 21 afios cada uno
(1979-1999) y (2000-2020), reafirmando que la OLR esta
incrementandose, en particular los valores mayores a
223 Wm? (Figura 11B), lo que sugiere que para julio
la tendencia lineal de OLR indica que hay mas dias sin
desarrollo de nubes profundas en la region.

Se determinaron los patrones espaciales de ano-
malias de OLR para julio y agosto desde 1979 a 2020,
tomando que la anomalia negativa esta asociada a un
incremento de nubosidad y mayor probabilidad de pre-
cipitacion y en el caso contrario, la anomalia positiva
implica un decremento de la nubosidad y de la preci-
pitacion. Se encontr6 que para los afos obtenidos an-
teriormente (1982, 1983, 1984, 1985, 1987, 1992, 1997,
2002, 2006, 2008, 2011 y 2015) a partir de la Figura
11a, para el mes de agosto la mayoria cumple con ano-
malia positiva (menor nubosidad) sobre el territorio
de Guatemala, con la excepcion de 1984 con anomalia
negativa, 2011 considerado neutro, y de los afios 1992
y 2006 con la anomalia positiva sobre el sur del pais.
El mes de julio no siguid la correspondencia de forma
tan clara como agosto y s6lo cumpli6 la condicion de
anomalia positiva el afio de 1982.
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Figura 11
Climatologia de OLR de julio y agosto y frecuencia relativa de OLR para julio, periodos 1979-1999 y 2000-2020
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Espacialmente, se agruparon varios afios segun * Grupo 3, julio con anomalia positiva y agosto con

la anomalia de OLR para julio y la subsecuente de anomalia positiva, patron que representa un 19%:

agosto, prevaleciente sobre Guatemala en ese tiempo 1982, 1986, 1989, 1991, 2003, 2004, 2009, 2019.

(aflo), obteniendo: * Grupo 4, julio con anomalia positiva y agosto

con anomalia negativa, patron que representa un

* Grupo 1, julio con anomalia negativa y agosto 7.1%: 1994, 2000, 2007.

con anomalia negativa, patrén que representa un

19%: 1979, 1981, 1984, 1988, 2001, 2005, 2010, Aunque los grupos anteriores explican 59.4% de

2016. la variabilidad, encontramos patrones espaciales de

* Grupo 2, julio con anomalia negativa y agosto anomalia de OLR con estructura de dipolo, la mayoria
con anomalia positiva, patron que representaun  meridionales, que dividen al pais y que pueden condu-
14.3%: 1983, 1985, 1987, 1996, 2002, 2008. cir a errores al hacer promedios espaciales.
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Para buscar una correspondencia entre los resul-
tados anteriores de OLR con alguna medida de ano-
malia espacial de precipitacion, se obtuvieron patro-
nes espaciales de SPI para 3 y 6 meses. Los analisis
de 3 meses se centraron en julio, es decir, tomando a
junio, julio y a agosto (JJA), los de 6 meses tomaron
los meses desde mayo a octubre (MJJASO), teniendo
una mutua correspondencia de valores de SPI tanto en
magnitud como en patrén espacial, lo que sirvid para
complementarlos cuando existiera algtin dato faltante.
Por lo anterior, se decidié considerar inicamente los
resultados de SPI de 3 meses y analizar los afios de
los grupos de mayor representatividad de OLR, asi
se obtuvo que: los afios del grupo 1 (1979, 1981, 1984,
1988, 2005, 2010) tuvieron valores positivos de SPI
(mas lluvia que lo normal) con excepcion para el afio

Figura 12

2001 con significativa anomalia negativa (SPI <-1) y
para 2016 donde los valores de SPI fueron cercanos a
lo neutral (-0.5 < SPI <0.5).

Para los afios de los otros grupos se obtuvieron
principalmente tres patrones: los que tuvieron valo-
res con significativa anomalia negativa de SPI (menos
lluvia que lo normal): 1989, 1994, 2001, 2003, 2004,
2007, 2009, 2012, 2014, 2015, 2018 y 2019. Y los que
presentaron un dipolo de SPI con mas lluvia en el
norte-oriente y menos en el sur-poniente: 1982, 1983,
1986, 1987, 1992, 1999, 2000, 2013; y otro dipolo al
revés del anterior (con menos lluvia en el norte-oriente
y mas en el sur-poniente): 1991, 1998, 2008 (Figura 12).
Varios de los afios que no entraron en la clasificacion
tuvieron valores de SPI no significativos (neutros) o pa-
trones que no podian corresponderse con los definidos.

Patrones compuestos de SPI-3meses (junio, julio y agosto) para diferentes arios
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Nota. Panel A: anomalia positiva (1979, 1981, 1984, 1988, 2005, 2010 y 2020); Panel B: anomalia negativa (1989, 1994,
2001, 2003, 2004, 2007, 2009, 2012, 2014, 2015, 2018 y 2019); Panel C: dipolo norte himedo y sur seco (1982, 1983,
1986, 1987, 1992, 1999, 2000 y 2013); Panel D: dipolo norte seco y sur humedo (1991, 1998, 2008).
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Discusion

En base a los resultados se confirma que los pe-
riodos de canicula para Guatemala tienen una tenden-
cia de crecimiento de temperatura y se percibe que
esta tendencia se mantenga en los siguientes afios de
acuerdo a los escenarios de cambio climatico para Gua-
temala (Rivera et al., 2020), y que los episodios de
varios dias sin precipitacion y con temperatura alta,
seran cada vez mas recurrentes. Segun la tendencia
lineal obtenida por el analisis, sabemos que el incre-
mento no seguirad subiendo indefinidamente y que lo
mas probable es que ocurra una de dos cosas: tenga un
limite fisico o sea parte de una oscilacion de un largo
periodo de tiempo (baja frecuencia).

Las regiones guatemaltecas que evidencian un
aumento de temperatura alrededor de 1 °C en el pe-
riodo de la canicula; son Caribe, Franja Transversal
del Norte, Norte, Boca Costa y Costa sur, tal como se
muestra en la Figura 2. Para cada region, se aprecia
que la mayoria presenta el minimo local de precipi-
tacion en el mes de julio y que para algunas regiones
ese minimo dura mas, como en las regiones de Valles
de Oriente y del Altiplano Central. Para todos los pe-
riodos estudiados, la temperatura, los dias sin Iluvia
y la OLR presentan una tendencia positiva y por lo
tanto de aumento de esas variables (temperatura, dias
sin lluvia y OLR), exceptuando marzo y mayo para
el periodo de 1971 al 1999 en donde se presentd una
tendencia negativa. Se ha demostrado que la OLR esta
inversamente correlacionada con la nubosidad, por lo
cual un valor alto de OLR en un sitio indica que hay
cielo despejado ahi, por el contrario, un valor bajo de
OLR estara asociado con nubes profundas como las de
tormenta (Adem, 1967).

Analizando los meses de la canicula (julio y agos-
to), se puede indicar que para la temperatura maxima,
julio es el mes con mayor tendencia al aumento, y el
mes de agosto presenta una tendencia alta también, en
el periodo 2000 a 2019. Con esto se evidencia una se-
nal significativa de que las temperaturas maximas son
las que han estado aumentando durante el periodo de
canicula primamente en el mes de julio a una tasa ma-
yor que la de los demas meses durante el periodo 2000
a 2019 y para el periodo total 1971 a 2019 es el mes
de agosto.

Respecto a los resultados de los analisis de OLR
y de SPI, se encontrd que en general coinciden en que
para un mes de agosto seco (SPI < 0) hay correspon-
dencia con valores de OLR altos (pocas nubes profun-

162 |

das), aunque para julio los resultados no fueron tan
concluyentes, ya que la canicula puede iniciar hacia
mediados del mes de julio haciendo que el promedio
mensual de OLR no sea representativo. Lo que si ha
sido representativo es que para Guatemala se han en-
contrado dos patrones espaciales de SPI que se pueden
tomar como medida de la anomalia de precipitacion: (i)
en el que todo el territorio presenta anomalia positiva o
negativa (~ 45% de los casos) y (ii) un patrén de dipolo
casi meridional sobre el pais, con anomalia positiva/
negativa en el norte/sur (~ 26% de los casos).

Dichos patrones espaciales de SPI, permiten se-
nalar que existen principalmente dos fuentes de flujo
de humedad hacia la region de Guatemala; una desde
el norte, noreste y este que se puede denominar Ca-
ribe y otra proveniente principalmente del Pacifico,
conclusiones que estan de acuerdo con otros estudios
(Duran-Quesada et al., 2017; Maldonado et al., 2017).
En los afios en que se presenta el dipolo, indica que una
de las fuentes de humedad fue suprimida en algiin mo-
mento de la temporada lluviosa. Ademas, observamos
que varios patrones espaciales de OLR (no mostrados en
el trabajo), sugieren un acoplamiento de tipo de circu-
lacion secundaria casi estacionario asociado a regiones
con conveccion profunda al oriente de Guatemala (sobre
Belice o en el noroeste de Honduras) que estan acopladas
a regiones de flujo de aire descendente (subsidencia) y
sin precipitacion sobre territorio guatemalteco.

Para los afios con fase El Nifo, se notd que en
general se asocian al patron espacial seco sobre todo
el territorio (Figura 11B) y al patrén espacial de dipo-
lo con el sur seco y el norte himedo (Figura 11C) y
que para el afio de 1997 no se tuvo un patron espacial
significativo que entrara en alguna clasificacion. Para
aflos de fase La Nifia, en general se asocian al patron
espacial himedo sobre todo el territorio (Figura 11A)
y al patrén espacial de dipolo con el sur himedo y el
norte seco (Figura 11D). En la mayoria de los casos
los patrones de SPI y los de anomalia de precipitacion
construidos con otras bases de datos coincidieron, pero
hubo algunos casos que presentaron discrepancias,
notamos que el aflo 1999 tuvo un patrén antisimétri-
co para SPI y anomalia de precipitacion acumulada
(CHIRPS), lo que lleva a la necesidad de tener mas
datos y criterios para decidir cuales resultados son los
que estan ligados a la realidad.

En la region sur de Guatemala perteneciente al
corredor seco centroamericano (Gotlieb et al., 2019),
notamos que la anomalia negativa de precipitacion
(SPI < 0) se presenta con una frecuencia dos veces
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mayor que la anomalia positiva (SPI > 0), para
los afios analizados en la Figura 11; lo cual no s6lo
esta ligado a la condicion seca de la regidn, sino a una
variabilidad mayor durante los modos encontrados con
anomalia negativa en todo el pais y con dipolo meri-
dional positivo (Figura 11B y C).

En materia de cambio climatico para Guatemala,
se proyectan aumentos en la temperatura de hasta 3.5
°C para el ano 2050 y de hasta 6 °C para fines de siglo,
Esa es la prevision si se continuara con un crecimiento
lineal como el obtenido de 1980 al 2010. La mayoria
de los estudios estiman una disminucion del 30% de
la precipitacion anual para finales del siglo en el peor
de los escenarios. En general, los impactos potenciales
en el clima se reflejan en sequias que podrian ser mas
prolongadas y épocas de lluvia menos cuantiosas, pero
mas intensas (Garcia Oliva, 2018; Rivera et al., 2020).

Suastegui y colaboradores (2019), concluyen
que se espera que este fenomeno de la canicula se vea
afectado a medida que la region de Centroamérica ex-
perimente un calentamiento diferencial mayor entre
los océanos Pacifico y Atlantico (OP-OA) hacia fines
del siglo XXI.
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Resumen

n Guatemala, la produccion del cultivo de papa se ve afectada por los nematodos Globodera rostochiensis'y Globo-

dera pallida. La capacidad de ambas especies para formar quistes complica su control y provoca el aumento de sus
poblaciones. En Guatemala se reporta la presencia de ambas especies de nematodos por identificacion morfoldgica, sin
embargo, no se ha realizado una confirmacion molecular. Este es el primer estudio para validar la presencia de ambas
especies de nematodos por PCR multiple y la determinacion de la diversidad y estructura genética de las poblaciones
utilizando marcadores moleculares. Se realizaron muestreos en cuatro departamentos productores de papa del pais. La
identificacion por PCR se realizé con el cebador comun ITSS y los cebadores PITSr3 especifico para G. rostochiensis
y PITSp4 para G. pallida. La caracterizaciéon molecular se realizo con el marcador AFLP. Se confirmo¢ la presencia
de las dos especies de nematodos en los cuatro departamentos. Los indices de diversidad Shannon y heterocigosidad
esperada revelaron mayor diversidad genética en G. rostochiensis (H = 0.311, He = 0.301) que en G. pallida (H = 0.035,
He = 0.223). Los métodos NJ, DAPC y PCA exhibieron una débil estructura entre las poblaciones de ambas especies de
nematodos. Los resultados sugieren un patrén de dispersion desde Quetzaltenango hacia el resto del pais, atribuido a
la comercializacion de semilla contaminada con nematodos. Se sugiere promover programas de socializacion sobre los
beneficios del uso de semilla certificada, ademas de constantes monitoreos moleculares para un diagndstico certero de
ambas especies de nematodos.

Palabras clave: PCR multiple, nematodos formadores de quistes, diversidad genética, flujo genético, AFLP

Abstract

In Guatemala, potato crop production is affected by the nematodes Globodera rostochiensis and Globodera pallida. The
ability of both species to form cysts complicates their control and causes an increase in their populations. In Guatemala,
both species of nematodes have been reported by morphological identification; however, molecular confirmation has not
been carried out. It is the first study to validate the presence of both nematode species by multiplex PCR and determine
the diversity and genetic structure of the populations using molecular markers. Sampling was carried out in four pota-
to-producing departments of the country. PCR identification was performed with the common primer ITSS and the primers
PITSt3 specific for G. rostochiensis and PITSp4 for G. pallida. We performed molecular characterization with the AFLP
marker. We confirmed the presence of the two nematode species in the four departments. Shannon diversity and expected
heterozygosity indices revealed higher genetic diversity in G. rostochiensis (H=0.311, He = 0.301) than in G. pallida (H
=0.035, He = 0.223). The NJ, DAPC, and PCA methods exhibited weak structure among populations of both nematode
species. The results suggest a dispersal pattern from Quetzaltenango to the rest of the country, attributed to the commer-
cialization of seed contaminated with nematodes. We suggest promoting socialization programs on the benefits of using
certified seeds and constant molecular monitoring for an accurate diagnosis of both species of nematodes.

Keywords: Multiplex PCR, cyst-forming nematodes, genetic diversity, gene flow, AFLP
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Introduccion

Después del maiz, arroz y trigo, la papa (Sola-
num tuberosum L.) es uno de los cultivos alimenticios
mas importante a nivel mundial y mas de la mitad de la
produccion proviene de paises en desarrollo (Devaux
et al., 2014). En Guatemala, la produccion de papa es
llevada a cabo principalmente por pequeiios agriculto-
res, quienes, en su mayoria, la destinan al autoconsumo
y mercado nacional. Para el 2015, la distribucion de la
produccién por departamentos se encontraba organi-
zada entre Huehuetenango 32%, Quetzaltenango 23%,
San Marcos 21%, Guatemala 6%, Solola 4% y el resto
de departamentos 14% abarcando un total de 30,000
manzanas y una produccion de 11,872,600 quintales,
generando 12,793 empleos permanentes (Ministerio de
Agrigultura Ganaderia y Alimentacion [MAGA], 2016).

El cultivo de la papa es el principal hospedero de
las especies de nematodos parasitos formadores de quis-
tes Globodera rostochiensis (Woll) Behrens y G. pallida
(Stone) Behrens (Flores-Choque et al., 2017; Santos et
al., 1995). Estas dos especies de nematodos pueden ser
devastadoras en los campos de produccion del cultivo
de la papa si no se controlan a tiempo, pudiendo llevar
a los productores al abandono de los campos de culti-
vo (van de Vossenberg et al., 2014). Ambas especies
de nematodos son consideradas entre las plagas mas
importantes en el cultivo de la papa por las pérdidas
econdmicas generadas, las cuales alcanzan hasta el 12%
de la produccion mundial (Madani et al., 2010).

Las especies de nematodos G. rostochiensis 'y
G. pallida son endoparasitos sedentarios que inducen
sitios de alimentacion modificados llamados sinci-
tios cerca del tejido vascular en las células de la raiz
(Sobczak et al., 2005). Se considera que ambas especies
tienen capacidad de sobrevivir hasta por 30 afios, inclu-
so en ausencia de hospederos, debido a su capacidad de
formar quistes (Ramirez-Suarez, 2014). La infeccion
generada por ambas especies de nematodos causa cre-
cimiento deficiente, amarillamiento, marchitamiento,
deficiencias de nutrientes en campos muy infestados y
acortamiento del sistema radicular (Gitty et al., 2011;
Hajihassani et al., 2013).

En cuanto al centro de origen de ambas especies,
se ha reportado a la region de los Andes al sur de Peru,
desde donde se ha extendido hacia la mayoria de zonas
productoras de papa alrededor del mundo (Grenier et
al., 2010). Ambas especies de nematodos son conocidas
por el dafio que pueden causar al cultivo de papa, pero
también por su alto potencial de dispersion (Alenda
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et al., 2014; Plantard et al., 2008). Su capacidad de
resistir la desecacion, en la etapa de quiste, mejora
considerablemente su capacidad de dispersion. Dadas
las fuertes pérdidas econdomicas que pueden llegar a
ocasionar, la especie G. rostochiensis ha sido cuarente-
nada en 106 paises, mientras que la especie G. pallida
ha sido cuarentenada en 52 paises (Gamel et al., 2017).

Debido al impacto economico de estas especies
de nematodos, es crucial un diagnostico acertado a
través de una identificacion precisa. La identificacion
morfoldgica, basada en algunas caracteristicas del se-
gundo estado juvenil (J2) y del area perineal del quiste,
ha sido utilizada, aunque con incertidumbre sobre la
efectividad de los resultados (Seesao et al., 2016; Tirchi
et al., 2016). A causa de la variabilidad de las princi-
pales caracteristicas morfolégicas y el traslape de los
parametros de diagnostico en estas dos especies de
nematodos, la identificacion molecular por PCR es el
método mas recomendado (Powers, 2004; Quader et
al., 2008). Actualmente, se han desarrollado variantes
al PCR convencional a través del uso de PCR en tiem-
po real (Camacho et al., 2017; Nakhla et al., 2010), asi
como la identificacion de patotipos mediante secuen-
ciacion (Mulyadi et al., 2014).

En el presente, existe un amplio interés por en-
contrar alternativas al uso de nematicidas, debido a sus
impactos negativos al medio ambiente y salud humana
(Kaur et al., 2016). Una de las alternativas es la utili-
zacion de genotipos de papa con resistencia genética,
sin embargo, ambas especies de nematodos tienen di-
ferentes espectros de virulencia que afectan de diversas
formas los genes de resistencia (Da Conceigdo et al.,
2003). Conocer la diversidad genética de las poblacio-
nes de nematodos es imprescindible para advertir sobre
variantes genéticas que pueden superar la proteccion
que brindan los genes de resistencia introgresados a
través de los programas de mejoramiento. Para esto, se
han realizado estudios con diversos marcadores mole-
culares como RAPD (Chrisanfova et al., 2008), AFLP
(Manduric & Andersson, 2003), SSR (Plantard et al.,
2008), secuenciacion de region ITSI e ITS2 del rDNA
(Nowaczyk et al., 2011) y secuenciacion de genes nu-
cleares para aproximaciones filogenéticas y (Tirchi et
al., 2017) filogeograficas (Thevenoux et al., 2020).

En Guatemala existen registros morfologicos de
la presencia de G. rostochiensis 'y G. pallida, reportan-
dose densidades de hasta 5 quistes/g suelo en la region
occidental. Esta situacion representa un grave proble-
ma para los productores nacionales. Sin embargo, no
se ha desarrollado un estudio de diversidad genética
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de las poblaciones de ambas especies en las principales
regiones de produccion de papa a nivel nacional. Esta
informacion es de vital importancia para el desarrollo
de programas de mejoramiento en papa y para deter-
minar como ha sido la dispersion de los nematodos,
planteando asi estrategias para su control. Por tanto,
el objetivo de esta investigacion fue realizar una con-
firmacion molecular de la presencia de las especies G.
rostochiensis 'y G. pallida por medio de la Reaccion
en Cadena de la Polimerasa (PCR) y determinar la
diversidad y estructura genética de las poblaciones de
ambas especies de nematodos en las principales regio-
nes productoras de papa del pais.

Materiales y Métodos

Toma de muestras y extraccion de quistes
de G. rostochiensis 'y G. pallida

Durante los meses de abril a septiembre del 2019
se colectaron un total de 80 muestras de suelo distribui-
das de la siguiente manera: departamento de Quetzalte-
nango, municipios de Concepcion Chiquirichapa (diez),

Figura 1

Palestina de los Altos (cinco), La Esperanza (siete),
San Juan Ostuncalco (tres) y San Martin Sacatepé-
quez (cinco). Departamento de San Marcos, municipios
de Tajumulco (cuatro), Ixchiguan (tres), San Marcos
(ocho) y San Pedro Sacatepéquez (tres). Departamento
de Huehuetenango, municipios de Chiantla (siete), San
Juan Ixcoy (cuatro), San Pedro Soloma (cuatro) y Todos
Santos Cuchumatan (cinco). Departamento de Guate-
mala, municipio de Palencia (doce) (Figura 1). Cada
muestra fue tomada a una profundidad de 10 - 15 cm en
el area de la rizoéfera del cultivo de papa empleando una
pala previamente desinfectada con etanol al 70%. El
suelo colectado fue depositado en bolsas plasticas esté-
riles y transportado al laboratorio de Biotecnologia de
la Facultad de Agronomia, USAC en donde se realizé
la extraccion de los quistes por el método del flotador
de Fenwick (1940). Posteriormente fueron secados y
colocados en un tubo de 1.5 mL para ser almacenados
a temperatura ambiente (Figura 2).

Extraccion de ADN

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

Mapa de ubicacion de las muestras colectadas en las zonas productoras de papa de la region occidental en los de-
partamentos de Quetzaltenango, San Marcos y Huehuetenango, y la region central en el departamento de Guatemala
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ta por el fabricante. Las extracciones se realizaron
tomando 20 quistes por cada muestra. La calidad e
integridad del ADN se determiné con el fluorometro
Quantus (Promega) y electroforesis en gel de agarosa
al 0.8% con tampon Tris-Borato-EDTA (TBE) (1.0 M
Tris-Borato, 20mM EDTA, pH 8.3) visualizado en
transiluminador (Smart Blue E4000) con luz UV.

Identificacion molecular de G. rostochiensis 'y
G. pallida

Para la identificacion molecular se realizé una
PCR mutiple con el cebador comun ITSS (5'-GGAA-
GTAAAAGTCGTAACAAGG-3") y el cebador espe-
cifico para G. rostochiensis PITSr3 (5-AGCGCAGA-
CATGCCGCAA-3") y el cebador especifico para G.
pallida PITSp4 (5'-ACAACAGCAATCGTCGAG -3")
por su alta especificidad en la identificacion de ambas
especies de nematodos (Bulman & Marshall, 1997). La
PCR multiple fue preparada para un volumen total de
25 uL conteniendo 20mM Tris HCI (pH 8.3), 50mM
KCI, 2mM MgCl,, 0.16mM de cada dNTP, 0.25uM
de cada cebador, 0.6 unidades de Taq polimerasa y

Figura 2

40 ng de ADN. Las condiciones para la PCR fueron
las siguientes: 94 °C por 2 min, seguido de 35 ciclos
a 94 °C por 30 s, 60 °C por 30s, 72 °C por 30 s y una
extension final de 72 °C por 5 min.

Las muestras se amplificaron en un termocicla-
dor Bio Rad® PTC-200. Todos los productos de PCR
generados 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
transiluminador de luz UV. Para la determinacion del
tamaifio de los fragmentos obtenidos se utiliz6 un mar-
cador de peso molecular de 3 kb (SibEnzyme Ltd.*).
Las reacciones que generaron un fragmento de 434 pb
fueron clasificadas como positivas para G. rostochien-
sis. Las reacciones que generaron un fragmento de 265
pb fueron clasificadas como positivas para G. pallida.
Las reacciones que generaron un fragmento de 434 y
265 pb fueron clasificadas como positivas para ambas
especies (Figura 3).

Las muestras de ADN que resultaron positivas
para ambas especies en una misma PCR multiple, fue-
ron descartadas para el protocolo de AFLP para evitar
que existiera mezcla de ADN de dos especies en una
misma muestra.

Quistes de G. rostochiensis y G. pallida extraidos de campos de produccion del cultivo de papa en el departamento
de Quetzaltenango. Quistes remarcados dentro de cuadrados son ejemplos de G. rostochiensis. Quistes remarcados

dentro de circulos son ejemplos de G. pallida

Ciencia, Tecnologia y Salud, 9(2) 2022, 166-181
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Figura 3

Productos amplificados por PCR con el cebador comun ITS5 y el cebador PITSr3 especifico para G. rostochiensis y

el cebador PITSp4 especifico para G. pallida

Nota. Carriles 1 —4 muestras positivas para G. rostochiensis provenientes de Quetzaltenango, San Marcos, Huehuete-
nango y Guatemala respectivamente. Carriles 5 — 6 muestras positivas para G. rostochiensis y G. pallida provenientes
de Quetzaltenango y Huehuetenango. Carriles 7 — 8 muestras positivas para G. pallida provenientes de San Marcos
y Quetzaltenango. CP = control positivo para G. rostochiensis. CP+ = control positivo para G. pallida. CN = control
negativo (agua bidestilada estéril). MP = marcador de peso molecular DNA Ladder 3 Kb (SibEnzyme Ltd.®).

Protocolo de AFLP para analisis de
diversidad genética

Para realizar el genotipado de las muestras se
utilizo el marcador molecular AFLP (Vos et al., 1995)
siguiendo el protocolo descrito por Marché y colabora-
dores (2001) utilizando los cebadores E-TC + M-CAG
durante la amplificacion selectiva. Los productos de
la PCR selectiva se visualizaron en un gel de polia-
crilamida al 5% para poder observar las bandas am-
plificadas. La tincion del gel se realizo con nitrato de
plata (Karam et al., 2006). El gel se dejo6 secar por 2
dias y posteriormente se realizé la lectura del perfil
de las bandas.

Analisis de datos

Delimitacion molecular de G. rostochiensis y
G. pallida

Para confirmar la presencia de ambas especies
de Globodera, se creo una matriz binaria de presencia
(1) ausencia (0) para cada uno de los loci amplifica-
dos a partir del perfil de bandas obtenido del gel de
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poliacrilamida. La matriz se exporto al programa Pa-
leontological Statistics Software Package for Education
and Data Analysis Past v3.18 (Ryan et al., 2001) para
generar un dendrograma tipo Neighbor-Joining (NJ)
(Saitou & Nei, 1987) basado en la distancia genética
de Dice y visualizado con el programa FigTree v1.4.3
(Rambaut, 2008).

La delimitacion molecular de G. rostochiensis y
G. pallida obtenida por el método NJ, se corrobord con
un analisis discriminante de componentes principales
(DAPC) (Jombart et al., 2010). El procedimiento uti-
lizo6 la funcion find.cluster para identificar el numero
optimo de grupos genéticos (K) con el método del codo
a través del Criterio de Informacion Bayesiana (BIC)
empleando el paquete adegenet v.2.1.6 (Jombart, 2008).
Los grupos obtenidos se visualizaron con un diagrama
de densidad sobre la primera funciéon discriminante
y un grafico de barras exhibiendo el grado de ascen-
dencia genética a cada grupo dado por la probilidad
posterior del DAPC.

Diversidad genética inter e intra-especifica

La matriz binaria fue convertida en un objeto
de clase genind utilizando el paquete poppr v.2.9.3

Ciencia, Tecnologia y Salud, 9(2) 2022, 166-181
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(Kamvar et al., 2014) implementado en el programa R
v.4.2.0 (R Core Team, 2022). Para determinar la diver-
sidad genética inter e intra-especifica se calcularon los
indices de diversidad de Shannon (H), Simpson (A) y
heterosigosidad esperada (He) (diversidad de Nei) con el
paquete poppr. El porcentaje de loci polimoérficos (PLP)
y mimero de alelos diferentes (Na) fueron estimados con
el programa GenoDive v3.0 (Meirmans, 2020).

Estructura genética de las poblaciones

Para explorar la estructura de las poblaciones de
cada especie, se generaron dendrogramas de tipo NJ
de cada una de las especies de nematodos siguiendo la
metodologia antes descrita. Para comparar la estruc-
tura genética obtenida con el NJ se realiz6 un analisis
de componentes principales (PCA) con el paquete ade4
v.1.7 (Bougeard & Dray, 2018). También se emple6 un
DAPC con la informacion a priori de los sitios de mues-
treo utilizando la funcion dapc del paquete adegenet.
El nimero correcto de componentes principales y fun-
ciones discriminantes retenidas se confirmé con una
funcion de validacion cruzada (Xval.dapc).

Diferenciacion poblacional

La diferenciacion genética de las poblaciones de
cada especie se exploré mas a fondo mediante el ana-
lisis de varianza molecular (AMOVA) implementado
en el paquete poppr. Los componentes de covarianza
se utilizaron para calcular los indices de fijacion @ y la
diferenciacion de poblaciones (Griinwald & Hoheisel,
2006). La significancia se evalud con una prueba de
aleatorizacion utilizando 10,000 permutaciones. Para
evaluar el aislamiento por distancia, se aplico la prueba
de mantel sobre las matrices de distancias genéticas y
geograficas utilizando 10,000 permutaciones con el
paquete ade4 v.1.7 (Bougeard & Dray, 2018). La dife-
renciacion de poblaciones por pares se examind con
el indice @, con 10,000 permutaciones en el paquete
mmod v.1.3.3 (Winter, 2012).

Resultados

De las muestras analizadas para la identificacion
molecular de las dos especies de nematodos con la PCR
multiple, 47 fueron positivas solo para G. rostochiensis,
18 fueron positivas solo para G. pallida y 15 fueron
positiva para ambas especies. Las muestas positivas
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para G. rostochiensis amplificaron bandas de 434 pb y
para G. pallida las bandas amplificadas fueron de 265
pb (Figura 3). En el departamento de Quetzaltenango
16 muestras fueron positivas solo para G. rostochien-
sis, 9 fueron positivas solo para G. pallida y 5 fueron
positivas para ambas especies. En el departamento de
San Marcos 13 muestras fueron positivas solo para G.
rostochiensis, 2 fueron positivas solo para G. pallida y
3 fueron positivas para ambas especies. En el departa-
mento de Huehuetenango 12 muestras fueron positivas
solo para G. rostochiensis, 3 fueron positivas para G.
pallida y 4 fueron positivas para ambas especies. En
el departamento de Guatemala 6 muestras fueron po-
sitivas solo para G. rostochiensis, 4 fueron positivas
solo para G. pallida y 3 fueron positivas para ambas
especies.

El analisis de delimitacion molecular permitié
identificar dos grupos principales a partir del dendro-
grama NJ, los cuales correspondieron a cada una de
las especies de nematodos en este estudio. El grupo
G.r. reunio6 a todas las muestras correspondientes a
G. rostochiensis, mientras que el grupo G.p. reunio6 a
todas las muestras de G. pallida (Figura 4A). El méto-
do DAPC fue consistente con los resultados obtenidos
con el dendrograma NJ al sugerir la presencia de dos
grupos (K = 2) que se ajustaron a las dos especies de
nematodos (Figura 4B). Las probabilidades posteriores
de ascedencia a cada grupo corroboraron la presencia
de ambas especies y la efectividad del DAPC para la
delimitacion de las dos especies (Figura 4C). En ambas
especies de nematodos, el dendrograma NJ mostr6 una
tendencia a la asociacion de las muestras provenientes
del occidente del pais. También se observd una tenden-
cia similar con las muestras provenientes del municipio
de Palencia. Para el caso de las muestras provenientes
del departamento de Quetzaltenango, se observé mayor
grado de dispersion en comparacion a los otros depar-
tamentos (Figura 4A).

La exploracion de la diversidad genética de las
especies de nematodos mostrd que G. rostochiensis
presenta mayor diversidad que G. pallida. La especie
G. rostochiensis exhibid valores de PLP, Na, H, A y
He de 86, 1.720, 0.311, 0.970 y 0.301, respectivamente.
La especie G. pallida mostro6 valores de PLP (64), Na
(1.30), H (0.035), A (0.941) y He (0.223) (Tabla 1). A
nivel de G. rostochiensis la poblacion de Quetzalte-
nango mostréd el mayor valor de Na (1.120) y A (0.938),
mientras que la poblacion de San Marcos presento el
mayor valor de H (0.357) y He (0.358). La poblacion de
palencia mostrd los valores mas bajos para todos los
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Figura 4

Delimitacion molecular de la especies G. rostochiensis y G. pallida a partir de la caracterizacion con el marcador
molecular AFLP
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Nota. Basada en Panel A: Dendrograma Neighbor-Joining (NJ). Panel B: Diagrama de distribucion de densidades del
analisis discriminante de componentes principales (DAPC). Panel C: Grafico de barras que exhibe la probabilidad
posterior de asignacion a cada especie identificada por el DAPC. Al nombre de cada muestra se antepuso el sitio de
colecta para facilitar su ubicacion geografica, Quet = Quetzaltenango, SnMc = San Marcos, Hue = Huehuetenango,
Pal = Palencia; y la terminacion G.r o G.p para indicar G. rostochiensis o G. pallida, respectivamente.

Tabla 1

Medidas de la diversidad genética de las especies G. rostochiensis y G. pallida y sus respectivas poblaciones

N PLP Na H A He
Especie G. rostochiensis 47 86 1.720 0.311 0.979 0.301
G. pallida 17 64 1.300 0.252 0.941 0.223
Total 64 75 1.510 0.340 0.984 0.291
Poblacion
Palencia 7 54 0.580 0.273 0.857 0.301
G. rostochiensis Quetzaltenango 16 66 1.120 0.281 0.938 0.291
San Marcos 13 80 0.360 0.357 0.923 0.358
Huehuetenango 12 60 0.460 0.247 0.917 0.252
Total 48 65 0.630 0.289 0.979 0.301
Poblacion
Palencia 8 20 1.120 0.012 0.575 0.204
. uetzaltenango 3 54 1.600 0.245 0.867 0.308
G. pallida San Marcos ‘ 3 14 1304 0.085 0.5 0219
Huehuetenango 3 20 1.200 0.108 0.667 0.248
Total 17 27 1.315 0.137 0.938 0.298

Nota. N= niimero de muestras analizadas, PLP = porcentaje de loci polimorficos, Na = numero de alelos diferentes,
H = indice de diversidad de Shannon, A = indice de diversidad de Simpson, He = heterocigosidad esperada (diversidad
genética de Nei)
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indices de diversidad genética (Tabla 1). A nivel de G.
pallida 1a poblacion de Quetzaltenango presentd los
valores mas elevados de PLP (54), Na (1.6), H (0.245),
A (0.867) y He (0.308). Por otra parte, la poblacion de
Palencia exhibié los menores valores de Na (1.12), H
(0.012), A (0.575) y He (0.204).

Respecto a la estructuracion genética de las
poblaciones de G. rostochiensis, se indentificaron 3
grupos principales en el dendrograma NJ (Figura 5A).
El grupo I incluy6 once muestras. La mayor parte de
estas provinieron del municipio de Palencia, con la pre-
sencia de algunas muestras de la region occidental. El
grupo Iy III incluyeron 36 muestras provenientes de
la region occidental con los departamentos de Quet-
zaltenango, San Marcos y Huehuetenango. La excep-
cion fueron 2 muestras provenientes del municipio de
Palencia. El DAPC exhibi6 una baja estructuracion en
las poblaciones al identificar que la probabilidad pos-
terior de ascendencia de cada muestra esta compuesta
por una considerable mezcla de las diferentes pobla-
ciones geograficas (Figura 5B). En el PCA, los dos

Figura §

Estructura genética de las poblaciones de G. rostochiensis
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primeros ejes acumularon 28.4% de la variacion total
y las muestras se agruparon independientemente del
origen geografico (Figura 5C) confirmando el patron
identificado con el dendrograma NJ y DAPC.

De igual manera, en el analisis NJ para G.
pallida también se identificaron 3 grupos principales
(Figura 6A). El grupo I se conform6 de cuatro mues-
tras provenientes del municipio de Palencia y algunas
muestras de Quetzaltenango. Los otros dos grupos in-
cluyeron nueve muestras del occidentes del pais con
los departamentos de Quetzaltenango, San Marcos y
Huehuetenango. La probabilidad posterior de asce-
dencia de cada muestra a su poblacion geografica de
origen identificada por el DAPC, nuevamente mostrd
una débil estructuracion de las poblaciones analiza-
das (Figura 6B) al igual que el dendrograma NJ. Los
dos primeros ejes del PCA acumularon el 35.7% de la
variacion total y la mayoria de las muestras no mostra-
ron un patrén de asociacion hacia su origen geografico
(Figura 6C) reafirmando la disposicion identificada en

el dendrograma NJ y DAPC.
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obtenida con el analisis discriminante de componentes principales (DAPC). Panel C: Diagrama de dispersion del anélisis
de componente principales (PCA). Los grupos diferenciados dentro del dendrograma estan identificados como I, 11 y I11.
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Figura 6

Estructura genética de las poblaciones de G. pallida
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Nota. Basada en Panel A: Dendrograma Neighbor-Joining (NJ). Panel B: Asignacion de probabilidades de cada mues-
tra obtenida con el analisis discriminante de componentes principales (DAPC). Panel C: Diagrama de dispersion del
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como I, IT 'y IIT

La baja estructura de las poblaciones en ambas
especies fue confirmada con el analisis de diferencia-
cion poblacional a través del AMOVA. Para el caso de
G. rostochiensis el AMOVA indic6 que la diversidad
genética ocurre mayormente dentro de las poblaciones
(98.6%) y solamente 1.4% de la variacion se presenta
entre las poblaciones. El estadistico @, utilizado para
estimar la divergencia entre poblaciones, mostr6 un
valor bajo (0.001) y no significativo (p >.05) (Tabla 2).
El analisis de diferenciacion genética por comparacion
pareada confirm6 la ausencia de divergencia poblacio-
nal en G. rostochiensis ya que ninguna comparacion
fue estadisticamente significartiva (p > .05) (Tabla 3).

En cuanto a G. pallida, el AMOVA indico6 que la
diversidad genética también se presenta mayormente
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dentro de las poblaciones (96%) y solamente 4% de la
variacion es exhibida entre las poblaciones. Al igual
que G. rostochiensis, el analisis de diferenciacion gené-
tica por comparacion pareada confirmo la ausencia de
divergencia poblacional en G. pallida ya que no hubo
comparacion estadisticamente significativa (p > .05)
(Tabla 4). Esta situacion sugiere un alto flujo genético
entre las poblaciones en ambas especies de nematodos.
El analisis de aislamiento por distancia a través de la
prueba de mantel no mostrd una correlacion significa-
tiva (p > .05) entre la distancia geografica y genética
para las poblaciones en ambas especies de nematodos,
confirmando la ausencia de estructura poblacional y el
alto flujo genético entre poblaciones.
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Tabla 2

Detalle del analisis molecular de varianza AMOVA

Niveljerirquico codrado ot aracion O P ;
G. rostochiensis
Entre poblaciones 19.285 0.03 1.4 @, =0.001 .502
Dentro de poblaciones 284.798 6.473 98.6
G. pallida
Entre poblaciones 16.317 0.218 4 @, =0.045 .266
Dentro de poblaciones 60.389 4.645 96

Tabla 3

Analisis de diferenciacion por comparacion pareada de poblaciones de G. rostochiensis. Valores por debajo de la
diagonal indican la magnitud de diferenciacién (®,,). Valores por encima de la diagonal indican el valor de probabili-
dad

Poblacion Palencia Quetzaltenango San Marcos Huehuetenango
Palencia -- 0.430 0.428 0.337
Quetzaltenango 0.000 -- 0.452 0.464
San Marcos 0.000 0.000 -- 0.260
Huehuetenango 0.012 0.000 0.051 --

Tabla 4

Analisis de diferenciacion por comparacion pareada de poblaciones de G. pallida. Valores por debajo de la diagonal
indican la magnitud de diferenciacion (®,,). Valores por encima de la diagonal indican el valor de probabilidad

Poblacion Palencia Quetzaltenango San Marcos Huehuetenango
Palencia -- 0.157 0.079 0.090
Quetzaltenango 0.075 -- 0.367 0.483

San Marcos 0.259 0.000 -- 0.466
Huehuetenango 0.341 0.000 0.000 --
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Discusion

El marcador molecular AFLP fue utilizado debi-
do a la alta capacidad en la identificacion de regiones
polimérficas en estudios de diversidad genética de am-
bas especies de nematodos (Marché et al., 2001; Qin et
al., 2000). Por otra parte, con los datos obtenidos en la
identificaciéon molecular, se confirma la presencia de
ambas especies de nematodos en el pais, las cuales ha-
bian sido previamente descritas mediante caracteriza-
cion morfologica. Con esto se valida la eficiencia de los
cebadores especificos para la identificacion precisa de
las dos especies de nematodos (Gorgadze et al., 2019).

Los resultados moleculares de la investigacion,
replican las experiencias reportadas en otros estudios
donde se ha confirmado la presencia de ambas especies
de nematodos como Costa Rica (Garcia et al., 2009)
Venezuela, (Casanova et al., 2012), Canadad (Mimee
et al., 2017) y Portugal (Camacho et al., 2017) entre
otros ejemplos. Cabe mencionar que, la identificacion
molecular para ambas especies de nematodos, dada su
importancia a nivel mundial, es recomendada por la
Organizacion Europea y Mediterranea de Proteccion
Vegetal (EPPO, 2017).

Los resultados mostraron que 15 de las 80
muestras analizadas manifiestan la presencia de am-
bas especies de nematodos. Esto se relaciona con la
problematica que viven los agricultores ya que, al
no ser especies antagonistas, cada una desarrolla su
ciclo, incrementando el nimero de quistes hasta el
punto de infestacion completa de las areas (Douda et
al., 2014; Gamel et al., 2017). Cuando esto sucede, el
tubérculo de papa experimenta una reduccion severa
en su tamafio, por lo que no es posible su comerciali-
zacion y genera pérdidas econdmicas significativas a
los productores. Ademas, la presencia de poblaciones
de ambas especies, supone una fuerte problematica al
emplear variedades de papa con resistencia a solo una
de las especies (Tirchi et al., 2017). A nivel nacional,
se dispone de materiales resistentes unicamente a G.
rostochiensis, lo que representa una debilidad en la
estrategia de control de G. pallida.

Los diferentes indices de diversidad revelaron
que existen una alta diversidad genética en cada una
de las especies analizadas, asi como una mezcla de
alelos entre las poblaciones, deducido a partir de la
débil estructuracion genética identificada. La diver-
sidad genética en las poblaciones G. rostochiensis
(He = 0.252 - 0.358, PLP = 54 - 80) fue similar a la
reportada en poblaciones rusas (He = 0.14 - 0.23,
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PLP =44 - 96) (Chrisanfova et al., 2008), lo cual coin-
cide con el hecho de que en ambos casos la especie ha
sido introducida y los valores de diversidad son propios
de un efecto fundador. Por otra parte, las poblaciones
de G. pallida exhibieron valores de diversidad genética
(He =0.204 - 0.308) menores a la reportada en pobla-
ciones peruanas (He = 0.59 - 0.70) (Montarry et al.,
2019). Esta situacion se explica debido a que el centro
de origen de G. pallida se ubica en la regién andina
entre Peru, Chile y Bolivia (Grenier et al., 2010) por lo
que los indices de diversidad son mayores debido a la
existencia de una mayor cantidad de variantes alélicas.

El analisis de estructura poblacional permitié
establecer algunos patrones y escenarios sobre la dis-
persion de las especies de nematodos en las poblacio-
nes de estudio. En ambas especies se observo una alta
similitud genética y tendencia al agrupamiento de las
muestras de la region central, aunque con inclusion de
muestras del occidente del pais. Por otra parte, la mayo-
ria de las muestras de occidente de los departamentos
de Huehuetenango y San Marcos mostraron cercania
genética. Sin embargo, las muestras del departamento
de Quetzaltenango fueron las mas dispersas, encon-
trandose relacionadas con los otros departamentos, lo
que significa que existen alelos que han sido compar-
tidos desde este punto hacia el resto de las poblacio-
nes debido al flujo genético. Respecto a esta situacion,
cabe mencionar que la habilidad de dispersion de los
nematodos por si solos, es baja (Cantalapiedra-Nava-
rrete et al., 2014; Roux et al., 2016). Esto deja al factor
humano como el principal responsable de la dispersion
de ambas especies de nematodos (Alenda et al., 2014).
Este escenario se confirmo a través de los analisis de
aislamiento por distancia, el cual indicé la ausencia de
una correlacion significativa entre la distancia genética
y geografica, asi como el analisis de diferenciacion
poblacional que mostro la falta de divergencia genética
entre las poblaciones de ambas especies de nematodos.
Esto sugiere que las poblaciones analizadas de ambas
especies de nematodos pueden considerarse como me-
tapoblaciones.

El alto grado de mezcla en los sitios de proceden-
cia de las muestras propone una débil estructura po-
blacional debido a un constante flujo genético entre las
poblaciones analizadas, evidenciando la dispersion de
los nematodos entre las zonas muestreadas (Picard et
al., 2004). Para ambas especies fue comin observar la
presencia de muestras de Quetzaltenango en los grupos
formados por los dendrogramas, DAPC y PCA. Esto
se debe a que Quetzaltenango es el mayor distribuidor
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de semilla a nivel nacional, no obstante, basado en las
observaciones de campo durante la toma de muestras,
es frecuente el incumplimiento de las normas y regu-
laciones fitosanitarias para la produccion de semilla
certificada. De este modo, la distribucion de semilla
contaminada con nematodos, desde este punto al resto
del pais, es el principal mecanismo de dispersion de G.
rostochiensis 'y G. pallida. Esto es lo que ha ocasionado
la escasa diferenciacion genética de las poblaciones
identificada en los analisis de estructuracion.

Esta situacion aumenta el riesgo del incremento
en la diversidad genética de las poblaciones de ambos
nematodos, ya que ademas de la mutaciéon como fuente
de incremento de diversidad, el flujo genético introdu-
ce alelos nuevos a las poblaciones. Por esta razon, es
fundamental reducir al minimo la conectividad gené-
tica entre las poblaciones con el objetivo de evitar el
desarrollo de variantes genéticas mas virulentas y con
el potencial de superar la resistencia de los genotipos
de papa. Este hecho también resalta la importancia de
apoyar los programas de mejoramiento de papa a nivel
nacional, ya que los genotipos desarrollados en otros
paises pueden ser susceptibles a la variantes genéticas
de G. rostochiensis y G. pallida desarrolladas en las
poblaciones guatemaltecas.

El fendmeno de dispersion, entre las poblaciones
de estas dos especies de nematodos, también ha sido
reportado en otros estudios con marcadores molecu-
lares en poblaciones de América del Sur, Reino Unido
y Turquia (Hoolahan et al., 2012; Toktay et al., 2020).
Es imporante mencionar que las principales zonas de
produccién de papa en Guatemala se ubican en las re-
giones occidental y central, las cuales estan geografi-
camente distantes por aproximadamente 200 - 300 km.
Esto remarca la accion antropogénica en la dispersion
de G. rostochiensis y G. pallida

La determinacion de la diversidad genética en
las poblaciones de nematodos es un factor determi-
nante para el planteamiento de programas de mejora-
miento de papa que, en conjunto con otras practicas de
control, ayudan a mitigar el dafio de estos nematodos
(Bhardwaj et al., 2012; Lopez et al., 2015). Tras confir-
mar la presencia y determinar la estructura y diversi-
dad genética de las poblaciones de G. rostochiensis y
G. pallida en el pais, es importante realizar esfuerzos,
a través de instituciones especializadas, para capacitar
a los productores de semilla en la implementacion de
tecnologias que mejoren los estandares fitosanitarios.
Con esto se reducira el riesgo de la comercializacion
de semilla de papa contaminada con las especies de
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nematodos formadores de quistes. Por ultimo, es fun-
damental remarcar que el flujo genético entre las pobla-
ciones de nematodos promueve el aumento de la diver-
sidad genética al propiciar el intercambio de alelos que
pueden dar origen a nuevas variantes genéticas mas
agresivas y dificiles de controlar. Ante esta situacion,
es fundamental minimizar la dispersion de los nema-
todos y para esto se sugiere el desarrollo de programas
que promuevan el uso de semilla de papa certificada
libre de nematodos. Ademas, para garantizar que se
estan estableciendo medidas que eviten la dispersion
de los nematodos y otras enfermedades asociadas al
cultivo de papa, se debe continuar con los monitoreos
moleculares para evaluar los patrones de dispersion.
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Este articulo no tiene archivos complementarios.
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Resumen

La resistencia a los antimicrobianos es un problema de salud publica a nivel mundial que va en aumento y se
ve reflejada en la falta de eficacia de los tratamientos de infecciones bacterianas con antibidticos en humanos
y en animales. El presente estudio tuvo como objetivo evaluar la resistencia a los antibidticos de cepas de Es-
cherichia coli aisladas en carne de cerdo expendida en los mercados municipales de la ciudad de Guatemala. Se
identificaron los antibidticos que presentaron mayor resistencia y mayor sensibilidad in vitro frente a las cepas de
E. coli aisladas a partir de 76 muestras de carne de cerdo. Se realizé un muestreo aleatorio simple con afijacion
proporcional por mercado. Para la identificacion de las cepas de E. coli se utiliz6 la prueba de IMViC y para
evaluar la resistencia a los antimicrobianos se utilizo la prueba de Kirby Bauer empleando 9 antibidticos. Se aislo
E. colienel 55% (42/76) de las muestras. La resistencia en las 42 cepas aisladas fue: tetraciclina (83%) neomicina
(50%) y sulfametoxasole + trimetoprim (50%). 83% de las cepas (35/42) fueron resistentes a 2 antibioticos y 50%
(21/42) a 3 antibiodticos 0 mas. Se obtuvo mayor sensibilidad con ceftriaxona (91%), amikacina (83%), gentamicina
(65%) y 4cido nalidixico (65%). Se concluye que existe resistencia a los antibidticos evaluados, lo que constituye
un riesgo para la salud publica ya que se encuentra en cepas aisladas en un alimento para consumo humano.

Palabras clave: Salud publica, Antibidtico, Carne de cerdo, Kirby Bauer

Abstract

Antimicrobial resistance is a global public health threat that is increasing and is reflected in the lack of efficacy
of bacterial infection treatments with antibiotics in humans and animals. The objective of this study was
to evaluate the resistance to antibiotics of Escherichia coli strains isolated from pork in the municipal markets
of Guatemala City. Antibiotics with the highest resistance and those with the highest sensitivity in vitro against
the strains of E. coli were evaluated. A simple random sampling was carried out with proportional allocation
by market, and 76 samples were collected. IMViC test was used to identify the E. coli strains, and antibiotics
resistance was evaluated using the Kirby Bauer with nine different antibiotics. E. coli was isolated in 55% (42/76)
of the samples. Resistance was evaluated in the 42 isolates. Antibiotic resistance was detected to tetracycline
(83%), neomycin (50%), and sulfamethoxazole + trimethoprim (50%). All isolates presented resistance to at least
one antibiotic; it was determined that 83% (35/42) showed resistance to two antibiotics and 50% (21/42) showed
resistance to three antibiotics or more. The sensitivity obtained was higher for ceftriaxone (91%), amikacin (83%),
gentamicin (65%), and nalidixic acid (65%). In conclusion, antibiotic resistance was detected, which constitutes
arisk to public health since it is found in isolated strains in food for human consumption.

Keywords: Public health, Antibiotic, Pork, Kirby Bauer
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Introduccion

La resistencia a los antibidticos es importante a
nivel mundial ya que es considerada una amenaza para
la salud mundial (humana y animal) y la seguridad ali-
mentaria. Se presenta cuando las bacterias se adaptan
y crecen en presencia de antibidticos (Organizacion
Mundial de la Salud [OMS], 2016; Pormohammad et
al., 2019). La adaptacion es parte del proceso evoluti-
vo de las bacterias patdgenas y comensales; y puede
ocasionar una pérdida de la eficacia de los antibidti-
cos frente a infecciones bacterianas (Silbergeld et al.,
2008). Las bacterias son resistentes a algunas familias
de antibioticos y eso les permiten tener ventajas com-
petitivas con respecto a otras cepas y pueden sobrevivir
en caso de que se emplee ese antibidtico especifico
(Jawets et al., 2010).

Los mecanismos a través de los cuales las bacte-
rias adquieren resistencia contra los farmacos, son los
siguientes: (1) Los microorganismos producen enzi-
mas que destruyen al farmaco activo, como en el caso
de las bacterias Gram negativas que son resistentes
a los aminoglucdsidos, esto es debido a que poseen
un plasmido, que producen enzimas que destruyen al
farmaco; (2) cambian su permeabilidad al fairmaco; (3)
forman un sitio de accion estructural modificado para
el farmaco; (4) forman una via metabdlica modificada
que desvia la reaccion que es inhibida por el firmaco
(Jawets et al., 2010).

Derivado de la resistencia a los antibacterianos,
se observa falta de efectividad de los tratamientos en
clinicas y hospitales; tanto en humanos como en ani-
males.

Para este estudio se realiz6 aislamientos de E.
coli debido a que se ha utilizado extensamente como
indicadora de resistencia y se ha evidenciado que va
en aumento principalmente a sulfametoxazol, tetraci-
clinas y betalactadmicos de amplio espectro (Zhang et
al., 2016). Ademas, se ha aislado en diferentes tipos de
carnes (bovino, pollo y cerdo) en mercados.

Alarcon y colaboradores (2020) aislaron E. coli
a partir de 200 muestras de carne molida de bovi-
nos; 46.5% (93/200) presentaban la bacteria. Pissetti
y colaboradores (2017) aislaron 319 cepas de E. coli
en canales de cerdo; el 86.2% (275/319) de cepas eran
resistentes al menos a un antimicrobiano y el 71.5%
(228/319) presentaba multiresistencia. En otro estu-
dio realizado por Ruiz-Roldan y colaboradores (2018)
se recolectaron 138 muestras de carne: 64 de pollo,
44 de res, y 30 de cerdo; y se evidencid resistencia a
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trimetoprim-sulfametoxazol, ampicilina, tetraciclina,
acido nalidixico, ciprofloxacina y cloranfenicol, ob-
servandose mayor resistencia en la carne de pollo y
cerdo. En Lima, Peru se realiz6 un estudio similar por
Monterroso y colaboradores (2019) donde aislaron 36
cepas de E. coli procedentes de porcinos de granjas
tecnificadas encontrando resistencia a acido nalidixi-
co (89%), a cloxacilina (83%) y a amoxicilina-acido
clavulanico (69%).

Como se puede observar, en los estudios men-
cionados, la E. coli aislada en carne de cerdo presenta
resistencia a diferentes antibidticos; lo que constituye
un riesgo para la salud publica. Cabe mencionar que no
existen estudios en Guatemala en los que se evalte la
resistencia antibacteriana en carne de cerdo a pesar de
ser un alimento de venta libre para consumo humano
y de haberse consumido 88 toneladas en el pais en el
2019 (Ministerio de Economia, 2019).

Para finalizar, el objetivo del presente estudio
fue evaluar por primera vez en Guatemala la resistencia
a diferentes antibidticos en cepas de E. coli aisladas en
carne de cerdo.

Materiales y Métodos

Tipo de estudio y obtencion de muestras

El estudio fue de caracter descriptivo de corte
transversal. Se recolectaron muestras de carne de cerdo
en los mercados municipales de la Ciudad de Guate-
mala en el periodo de septiembre-octubre del 2020, el
procesamiento de las muestras se llevo a cabo en el
Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Medi-
cina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad de San
Carlos de Guatemala.

Recoleccion de datos

Se realizé un muestreo aleatorio simple con afi-
jacion proporcional por cada mercado. La prevalencia
de E. coli se calculd tomando en cuenta un valor de
prevalencia esperada del 55% (Yandug et al., 2016),
nivel de confianza del 95%, el tamafo de la pobla-
cion (342 expendios de carne de cerdo distribuidos en
22 mercados municipales), con una precision del 8%.
Se visitaron 76 expendios de carne de cerdo para la
recoleccion de las muestras; cada muestra contenia
4 onzas de carne cruda de cerdo. Se empacaron en
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bolsas estériles individuales, rotuladas y transportadas,
para su analisis, en una hielera a temperatura de 2-6 °C
al Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Me-
dicina Veterinaria y Zootecnia, de la Universidad de
San Carlos de Guatemala.

Procesamiento de muestras e identificacion de
E. coli

Inicialmente, se realizé un enriquecimiento, se
deposito 25 g de la muestra en 225 mL de agua pep-
tonada en bolsas estériles Whirl-Pak (Nasco), se ho-
mogenizo por 3 min y se incub6 durante 4 h a 37 °C.
Posteriormente, se inocul6 0.5 mL del contenido en
placas de agar Chromocult® (Lange et al., 2013) para
coliformes (AOAC Performance Tested) y se incubd a
37 °C durante 24 h (Merck, 2005).

Se realizo el estudio macroscopico de las colo-
nias y las que presentaron caracteristicas cromogénicas
de color azul oscuro o violeta fueron presuntivamente
identificadas como E. coli, luego se procedi6 a realizar
un cultivo por agotamiento en el medio de cultivo Agar
Tripticasa Soya (Merck, 2005) para su purificacion, el
cual se incubo durante 24 h a 37 °C. Se tomaron tres a
cinco de las colonias aisladas para realizar las pruebas
bioquimicas confirmatorias que permitieron identifi-
car las caracteristicas metabdlicas de la bacteria. Las
pruebas utilizadas fueron: Indol, Rojo de Metilo, Voges
Proskauer y Citrato; a estas pruebas se les denominan
IMViC (Koneman et al., 2004).

Tabla 1

Evaluacion de la resistencia y/o sensibilidad a
antibioticos

Los aislamientos confirmados como E. coli se les
expuso a los antibidticos contenidos en los sensidiscos.
Para este fin, se prepar6 un inoculo, con turbidez de
0.5 de MacFarland, a partir de las cepas aisladas. Se
sembré cada indculo en placas de agar Miiller-Hinton
(Mueller & Hinton, 1941) y se aplicaron los sensidis-
cos. A continuacidn, se incubo6 las placas por 24 h a
37 °C. Al terminar el tiempo de incubacion se realizo
la lectura y evaluacion de la resistencia/sensibilidad a
los antibioticos (Stanchi et al., 2007).

Los antibioticos evaluados fueron: enrofloxaci-
na, gentamicina, neomicina, tetraciclina, amikacina,
ceftriaxona, acido nalidixico, kanamicina y sulfame-
toxazol+trimetoprim.

Analisis de la informacion

Se utilizaron los Estandares Clinicos y de La-
boratorio (CLSI, 2020) para clasificar los antibidticos
como: Resistente (R), Resistencia intermedia (I) y Sen-
sible (S) con base en el didmetro de los halos forma-
dos alrededor de cada uno de los sensidiscos; como se
muestra en la Tabla 1.

Los datos obtenidos fueron analizados mediante
estadistica descriptiva reportando las frecuencias de
positividad a E. coli y de resistencia a los antibioticos
evaluados.

Estimacion porcentual de los resultados obtenidos por el método de difusion de Kirby Bauer

Grupo de antibiodticos Antibidtico Resistente Poco sensible  Sensible
(%) (%) (%)
Tetraciclina Tetraciclina 85 0 15
Aminoglucésido Neomicina 50 50 0
Sulfonamidas y trimetoprim  Sulfametoxasole + trimetoprim 50 7 43
Aminoglucoésido Gentamicina 30 5 65
Quinolona Acido Nalidixico 26 9 65
Aminoglucésido Kanamicina 17 33 50
Fluoroquinolona Enrofloxacina 12 26 62
Cefalosporina Ceftriaxona 7 2 91
Aminoglucésido Amikacina 15 83
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Resultados

De las 76 muestras de carne de cerdo procesa-
das, 42 (55%) resultaron positivas a Escherichia coli,
confirmadas con la prueba de IMViC. Obteniendo los
resultados Indol positivo, Rojo de Metilo positivo, Vo-
ges Proskauer negativo y Citrato negativo. A los 42
aislados de E. coli obtenidos se les realizé la prueba
de sensibilidad antibacteriana empleando el método de
difusion de Kirby Bauer. Se realizé una estimacion del
grado de resistencia de E. coli frente a los diferentes
antibioticos en prueba (Tabla 2).

Los aislados de E. coli fueron resistentes a tetra-
ciclina 85% (36/42), neomicina 50% (21/42) y sulfame-
toxasole + trimetoprim 50% (21/42), gentamicina 30%
(13/42), acido nalidixico 26% (11/42), kanamicina 17%
(7/42), enrofloxacina 12% (5/42), ceftriaxona 7% (3/42)
y por ultimo amikacina 2% (1/42).

Se detecto resistencia intermedia frente a neomi-
cina 50% (21/42), kanamicina 33% (14/42), enrofloxaci-
na 26% (11/42), amikacina 15% (6/42), acido nalidixico
9% (4/42), Sulfametoxasole + trimetoprim 7% (3/42),
gentamicina 5% (2/42) y ceftriaxona 2% (1/42).

Los aislados fueron sensibles a ceftriaxona 91%
(38/42), amikacina 83% (35/42), gentamicina 65%
(27/42), acido nalidixico 65% (27/42), enrofloxacina
62% (26/42), y kanamicina 50% (21/42), Sulfameto-

Tabla 2

xasole + trimetoprim 43% (18/42) y tetraciclina 15%
(5/42).

Todas las cepas de E. coli (42/42) presentaron
resistencia a por lo menos un antibiotico: 83% (35/42)
fueron resistentes a dos antibidticos o mas y 50%
(21/42) fueron resistentes a tres 0 mas antibioticos.

Discusion

Con los resultados obtenidos en este trabajo, se
evidencio la presencia de E. coli en 55% (42/76) de las
muestras de carne de cerdo colectadas en los mercados
municipales de la ciudad de Guatemala. Este hallazgo
coincide con los resultados de Yandug y colaboradores
(2016) que reportaron E. coli en 55% de las muestras
las de carne de cerdo recolectadas en los mercados de
Cebu, Filipinas. Cabe mencionar, que los mercados
de Filipinas expenden carne fresca expuestas al me-
dio ambiente tal y como se encuentra la carne en los
expendios de la ciudad de Guatemala.

Los factores intrinsecos que poseen los ali-
mentos son muy importantes para mantener las ca-
racteristicas adecuadas, para consumo humano, por
un tiempo determinado bajo ciertas condiciones de
almacenamiento y en este caso de la carne cruda de
cerdo posee una alta actividad del agua de 0.99 o un pH

Estandares interpretativos de los diametros de inhibicion de los antimicrobianos utilizados en la prueba se

sensibilidad antimicrobiana

Antibiotico Resistente Poco Sensible Sensible
(Halo en mm) (Halo en mm) (Halo en mm)
Tetraciclina <14 15-18 >19
Neomicina <12 13-16 >17
Gentamicina <12 13-14 >15
Enrofloxacina <17 15-21 >22
Kanamicina <13 14-17 > 18
Ac. Nalidixico <13 14-18 >19
Ceftriaxona <19 20-22 >23
Amikacina <14 15-16 >17
Sulfametoxasole + trimetoprim <10 11-15 > 16

Nota. Adaptado de “M100 Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing” por Clinical and Labora-

tory Standards Institute, 2020, pp. 69-77.
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entre 5.3 - 6.4, que favorecen el deterioro de la mismay
la contaminacion por diversas bacterias indicadoras de
higiene y también bacterias patogenas productoras de
Enfermedades transmitidas por los alimentos (ETAS),
particularmente de bacterias Gram negativas como E.
coli (Mosquito et al., 2011).

Es importante tomar en cuenta que el haber en-
contrado un 55% de muestras positivas a E. coli es
indicativo de contaminacion. La contaminacion de la
carne se puede producir por cualquier de los siguien-
tes factores: malas practicas de faenado, mala higie-
ne de los mataderos y manipulacion de los animales.
En los mataderos la contaminacion ocurre durante la
eliminacion de la piel de los animales, por derrame
de contenido intestinal y condiciones generales de los
mataderos. También se puede producir por contamina-
cién ambiental y mal manejo de la carne en la cadena
de distribucion incluyendo el matadero, procesamien-
to, puntos de venta e instalaciones de restaurantes
(Honish et al., 2014).

También se debe tomar en cuenta las buenas prac-
ticas en la produccion primaria, si cumplieron con ins-
peccion ante-morten, inspeccion post-morten, higiene
y manejo de la canal, higiene del personal, condiciones
del establecimiento y equipo; y el suministro de agua
(Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricul-
tura y la Alimentacion [FAQO], 2007).

La carne fresca es un producto altamente perece-
dero debido a su composicion bioldgica la carne debe
someterse inmediatamente a condiciones adecuadas
de almacenamiento para mantener su tiempo de vida
util, sin dejar por un lado la importancia de las condi-
ciones de transporte (FAO, 2007). Todas estas medidas
preventivas se pierden si la carne que se expende es
clandestina, es decir que el faenado se lleva a cabo en
mataderos sin los registros sanitarios correspondientes
o en domicilios y es vendida en las carnicerias, lo que
aumenta el riesgo de contaminacion por E. coli resis-
tente a diferentes antibioticos.

La importancia de encontrar E. coli en las mues-
tras de carne de cerdo cruda, en este estudio implica no
solo la contaminacion de la carne en si, sino el riesgo al
que se somete al consumidor debido a la probabilidad
de que grupos de personas susceptibles como: ancia-
nos, nifos, personas inmunocomprometidas y otras
personas vulnerables puedan consumir este tipo de
carne mal cocina y causarles algiin tipo de sintoma-
tologia como diarreas, dolores abdominales, vomitos,
fiebre y si es mas grave hasta diarrea con sangre, pro-
vocando visitas a los médicos y hospitales, incurriendo
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en tratamientos con antibidticos. A partir de aqui, se
observa otro problema relacionado con la resistencia de
las cepas de E. coli alos antibidticos y es que al recibir
el tratamiento, este no funcione debido a la resistencia
que las bacterias presentan, la que va en aumento.

En este sentido, en este estudio se encontro hasta
un 85% de resistencia frente a tetraciclina que es uno
de los antibidticos mas utilizados por su bajo costo y
facilidad de adquisicion tanto en medicina veterinaria
como en medicina humana. Se utiliza frecuentemente
en diferentes partes del mundo, tal es el caso de la
Union Europea, donde su venta representan el 37% de
las ventas de antimicrobianos y como consecuencia
muchas de las bacterias como E. coli, desarrollan re-
sistencia (Poirel et al., 2018).

En este estudio se encontré 50% de resistencia
frente a sulfametoxasole para el cual la bacteria me-
diante los genes sull, sul2 y sul3 codifican la enzima
dihidropteorato sintetasa que impide ser inhibida por
el antibidtico + trimetoprim que en este caso los genes
dfr también generan resistencia, por lo tanto, la combi-
nacion de este antibiotico se hace ineficiente (Mosquito
et al., 2011).

Por otra parte, E. coli es productora de enzimas
betalactamasas de espectro que inactivan antibioticos
como la enrofloxacina para el cual, en este estudio,
se encontrd una resistencia del 12%. E. coli también
posee plasmidos que portan genes de resistencia contra
antibidticos aminoglucosidos como la neomicina al
cual present6 un 50% de resistencia. Otro mecanismo
de resistencia es por medio de las bombas de eflujo
codificadas por genes tetA, tetB, tetC, tetD tetD, tetl y
tetY frente a las tetraciclinas (Miranda Garcia, 2013),
para las que se evidencio resistencia en el 85% de los
aislados.

Se utilizan aminoglicosidos tanto en humanos
como en animales para tratar infecciones complicadas.
En medicina veterinaria, los mas utilizados son la neo-
micina, derivados de la estreptomicina, gentamicina
y amikacina (Poirel et al., 2018). Por este motivo es
importante monitorear la resistencia a la neomicina
que se evidencio en el estudio.

Respecto a la Ceftriaxona, cabe mencionar que
fue el antimicrobiano que presentd mayor sensibilidad
(91%). Este es uno de los mejores para combatir las
bacterias multirresistentes (OMS, 2016). Sin embargo,
esto nos muestra a su vez, que ceftriaxona ha perdido
su eficacia frente a algunas cepas de E. coli.

En Guatemala, hasta el momento, no se habian
realizado estudios de resistencia antimicrobiana en
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carne de cerdo por lo que se desconocia la situacion ac-
tual de esta problematica. La falta de regularizacion para
la venta y el uso de antibioticos en Guatemala hace que
la resistencia antimicrobiana aumente debido a su mal
usos y en algunos casos a subdosificacion, que de acuer-
do a Reygaert (2018) aumenta la habilidad de la bacteria
para incrementar su rango de mutacion adquiriendo ma-
yor resistencia ante los agentes antimicrobianos.

La carne de cerdo es susceptible a su contami-
nacion en cualquier punto de la cadena de venta, por
lo que basados en los resultados es necesaria la ela-
boracion de un plan para mejorar la inocuidad de la
carne dentro de los mercados municipales de la ciudad
de Guatemala, buenas practicas de higiene, manejo y
transporte de la carne de cerdo; y el monitoreo de la
resistencia en otros productos para consumo humano.
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Resumen

La contaminacion por plasticos petroquimicos es una grave amenaza para el medio ambiente que requiere im-
plementar alternativas como los bioplasticos para lograr un desarrollo sostenible. Los polihidroxialcanoatos
(PHA) son polimeros utilizados para la produccion de plasticos biodegradables y que han llamado la atencion
como sustitutos de los plasticos de base fosil. Sin embargo, el costo de produccion de los PHA constituye una
barrera para su produccion industrial a gran escala. Las de bacterias de habitats salinos son microorganismos
prometedores para la sintesis de PHA debido a sus caracteristicas tales como altos requisitos de salinidad que
previenen la contaminacion microbiana, la alta presion osmotica intracelular que permite una facil lisis celular
para purificar los PHA y la capacidad para usar un amplio espectro de sustratos. La presente investigacion planted
determinar las cepas nativas de bacterias halofilas y halotolerantes de la Laguna de Ayarza capaces de producir
PHA, establecer la capacidad que tienen de utilizar residuos agricolas para la produccion de PHA y determinar
su eficiencia. Esto se logré a través de la inoculacion de las cepas productoras de PHA en medios de fermentacion
con pulpa de café, cascaras de platanos y salvado de trigo lo que permitié determinar las cepas mas eficientes. Se
encontro6 que las bacterias productoras de PHA pertenecen a las especies: Alcaligenes faecalis, Bacillus idriensis,
Bacillus megaterium, Exiguobacterium acetylicum, E. aurantiacum, Pseudomonas cuatrocienegasensis y Sta-
phylococcus capitis y que las cepas AP21-14, AP21-10 y AP21-03 mostraron los mejores resultados que podrian
ser prometedores para la produccion a nivel industrial.

Palabras clave: Biopolimeros, biprocesamiento, desechos plasticos, extremofilos, polihidroxibutirato

Abstract

Pollution by petrochemical plastics is a serious threat to the environment that requires the implementation of al-
ternatives such as bioplastics to achieve sustainable development. Polyhydroxyalkanoates (PHAs) are polymers
used for the production of biodegradable plastics and have drawn attention as substitutes for fossil-based plastics.
However, the cost of producing PHAs constitutes a barrier to their large-scale industrial production. Bacteria
from saline environments bacteria are promising microorganisms for PHA synthesis due to their characteristics
such as high salinity requirements that prevent microbial contamination, high intracellular osmotic pressure that
allows easy cell lysis to purify PHAs, and the ability to use a broad spectrum of substrates. This research project
aimed to determine the native strains of halophilic and halotolerant bacteria from Laguna de Ayarza capable of
producing PHA, establish their ability to use agricultural residues for the production of PHA, and determine their
efficiency. This was achieved through the inoculation of the PHA-producing strains in fermentation media with
coffee pulp, banana peels and wheat bran, which allowed determining the most efficient strains. It was found
that the PHA-producing bacteria belong to the species: Alcaligenes faecalis, Bacillus idriensis, Bacillus mega-
terium, Exiguobacterium acetylicum, E. aurantiacum, Pseudomonas cuatrocienegasensis and Staphylococcus
capitis and that the strains AP21-14, AP21-10 and AP21-03 showed the best results that could be promising for
production at an industrial level.

Keywords: Biopolymers, biprocessing, plastic waste, extremophiles, polyhydroxybutyrate

@ ® @ @ (©) Autor(es). Ciencia, Tecnologia y Salud, es editada por la Universidad de San Carlos de Guatemala, bajo licencia 189
e Creative Commons Atribucion-NoComercial-Compartir Igual 4.0 (https:/creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/ |

legalcode). El contenido de esta publicacion es responsabilidad de su(s) autor(es).



https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/legalcode
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/legalcode
https://orcid.org/0000-0001-6877-1520
https://orcid.org/0000-0002-8681-6291
https://orcid.org/0000-0002-0724-1822
https://doi.org/10.36829/63CTS.v9i2.1368

Produccion de plasticos biodegradables a partir de bacterias nativas de habitats salinos

Introduccion

Los productos plasticos son ampliamente utili-
zados en nuestra vida diaria, su uso en textiles, elec-
trodomésticos, productos para el cuidado de la salud,
juguetes y en materiales de empaque es inevitable
(Thakur et al., 2018; Wang et al., 2016). Desde 1940,
los plasticos sintéticos o petroquimicos han revolu-
cionado a la sociedad, debido a sus propiedades como
la fuerza mecanica, su ligereza, flexibilidad y dura-
bilidad, ademas de ser un material de bajo costo y
con la capacidad de reemplazar productos hechos de
otros materiales como el papel, el vidrio y los metales
(Hottle et al., 2013). En el 2015 a nivel mundial la pro-
duccioén de plastico se increment6 a 300 millones de
toneladas (Mellinas et al., 2016) y de acuerdo a Me-
konnen y colaboradores (2013) al menos 34 millones de
toneladas de desechos plasticos son generados por afio,
de los cuales el 93% llega a los océanos y vertederos.

Los PHA son una clase de poliésteres de origen
natural que podrian sustituir a los plasticos convencio-
nales debido a sus propiedades fisicoquimicas. Estos
son acumulados por una variedad de microorganismos
intracelularmente en forma de granulos y almacena-
dos en respuesta a un estrés ambiental o limitacion de
nutrientes como reserva de carbono y energia (Lee et
al., 1999). Bajo condiciones limitantes de una fuente
de carbono, se ha informado que los PHA se degradan
por las despolimerasas intracelulares y posteriormente
se metabolizan para la produccion de energia (Jain &
Tiwari, 2014). El poli-3-hidroxibutirato (PHB) y sus co-
polimeros con 3-hidroxivalerato (3HV) conocido como
poli-(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBV),
han sido documentados como los representantes mas
conocidos de la familia de los PHA (Khanna & Sri-
vastava, 2005).

A pesar de sus ventajas los PHA producidos a
partir de fuentes de carbono estandar tienen ciertas
limitaciones como el alto costo de produccion. En este
sentido los residuos agricolas representan una fuen-
te de carbono renovable y poco utilizada que deberia
considerarse como materia prima para otros procesos
industriales en lugar de ser desechos (Sadh et al., 2018).
Los microorganismos de ecosistemas salinos han sido
estudiados en los ultimos afios para la produccion de
PHA. Estos representan un grupo de microorganismos
distintivo y diverso que tiene la habilidad de sobrevivir
en habitats hipersalinos como lagos, salinas, marismas
y suelos salinos. Las bacterias halofilas son una poten-
cial fuente de biosurfactantes, carotenoides, bacterio-
dopsinas y la mayoria tiene la capacidad de acumular
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granulos de PHA intracelulares (Edbeib et al., 2016).
Su capacidad para desarrollarse en condiciones con alta
salinidad disminuye los requerimientos de esterilidad y
problemas de contaminacion durante la fermentacion 'y
por lo tanto disminuye los costos de produccion, por lo
que han sido consideradas como prometedoras y ren-
tables para la produccion de PHA (Mitra et al., 2020).

En esta investigacion se planted establecer el
potencial de las cepas nativas de bacterias del lago
salado Laguna de Ayarza para la produccioén de PHA,
determinar la capacidad que tienen de utilizar pulpa
de café, cascaras de platanos y salvado de trigo para
la producciéon de PHA y determinar el rendimiento de
produccion de polihidroxialcanoatos de las bacterias
de habitats salinos, a través de la fermentacion en me-
dios suplementados con residuos agricolas. La impor-
tancia de esta investigacion radico en encontrar cepas
de bacterias halotolerantes y haldfilas productoras de
bioplasticos que hagan mas efectiva la produccion de
PHA y sean de interés para la produccion industrial
a gran escala, como una alternativa en la elaboracion
de productos que actualmente son a base de plasti-
cos petroquimicos, ademas también agregd valor a la
preservacion de la Laguna de Ayarza como fuente de
cepas con potencial biotecnologico.

Materiales y Métodos

Muestreo, aislamiento y mantenimiento
de las cepas

Para el aislamiento de las bacterias halofilas pro-
ductoras de PHA se recolectaron aleatoriamente 30
muestras de agua en la Laguna de Ayarza, Departa-
mento de Santa Rosa, Guatemala ubicada a 14°24°23.0”
Norte y 90°07°01.6” Oeste. Las muestras de agua fue-
ron de 200 mL y se recolectaron en frascos de vidrio
estériles de boca ancha a una profundidad de aproxi-
madamente 20 cm de la superficie. Después de tomar
las muestras, estas fueron trasladadas inmediatamente
al laboratorio del Departamento Microbiologia del De-
partamento de Quimica Biologica, Facultad de Cien-
cias Quimicas y Farmacia de la Universidad de San
Carlos de Guatemala. Posteriormente 1 mL de cada
muestra fue enriquecido agregandolo a 10 mL de me-
dio EGM (1% p/v de glucosa, 0.5% p/v de extracto
de levadura y 25% v/v de agua del lago) e incubado a
30 °C por 48 h. Se seleccionaron las muestras que evi-
denciaron desarrollo microbiano, a partir de las cuales
se prepararon diluciones 104, 10° y 10 y se inocu-
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laron 100 pL de cada dilucion en cajas de Petri con
agar EGM (1% p/v de glucosa, 0.5% p/v de extracto
de levadura y 25% v/v de agua del lago). Las cajas de
Petri fueron incubadas a 25° por 72 h y se analizaron
para cuantificar el total de colonias. Posteriormente las
colonias fueron resembradas hasta lograr su purifica-
cion, luego se almacenaron en tubos con agar EGM a
4 °C (Fuentes et al., 2013).

Tamizaje de las cepas productoras de PHA

La habilidad de las cepas halofilas aisladas para
producir PHA fue evaluada utilizando medio EGM
modificado compuesto por 1% p/v de glucosa como
sustrato, 0.25% p/v de extracto de levadura y 25% v/v
de agua del lago, la modificacion fue para crear condi-
ciones limitantes de nitrégeno (Gunaratne et al., 2004).

Tincion con Negro de Sudan

La tincion de Negro de Sudan se llevo a cabo a
partir de cultivos de 48 h de crecimiento en agar EGM.
El colorante al 1% fue filtrado antes de utilizarlo. Las
cepas fueron fijadas por calor en portaobjetos y tefiidas
durante 10 min, luego fueron aclaradas con Xilol para
eliminar el exceso de colorante. Las muestras fueron
observadas al microscopio en busqueda de granulos
negros o grisaceos intracelulares los cuales son indica-
tivos de la produccion de PHA, la cantidad de granulos
fue reportada cualitativamente en cruces. Las cepas
que produjeron la mayor cantidad de granulos fueron
utilizadas en los pasos posteriores (Koller et al., 2017).

Determinacion de la capacidad de producir
polihidroxialcanoatos en medio EGM

Las cepas de bacterias halofilas seleccionadas
se cultivaron en 10 mL de medio EGM modificado a
30 °C hasta que alcanzaron una concentracion de 0.5
del estandar de McFarland. Posteriormente 5 mL del
cultivo anterior se inoculd en 45 mL de caldo EGM y se
incubd a 30 °C con agitacion constante a 150 rpm hasta
que se alcanzo6 una concentracion de 9 del estandar de
McFarland. Una vez alcanzada dicha concentracion,
los tubos se centrifugaron a 3000 rpm durante 15 min.
El sedimento se lavo dos veces con agua desminerali-
zada y se deshidrato en horno a 45 °C hasta alcanzar
peso constante. Para la cuantificacion de los PHA, se
agrego 1 mL de hipoclorito de sodio al 5% por 2 h a los
tubos con la biomasa deshidratada, posteriormente se
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agrego6 1 mL de cloroformo por 20 min para separar la
biomasa del polimero. Luego los tubos se centrifugaron
a 3500 rpm durante 5 min y se obtuvieron dos fases, la
superior corresponde al hipoclorito de sodio con restos
celulares y la inferior a la de cloroformo con los PHA.
Con una pipeta Pasteur se extrajo la fase inferior de
cloroformo y se depositd en otro tubo de ensayo el cual
se coloco en un horno a 40 °C por 24 h para la evapo-
racion del cloroformo (Guzman et al., 2017).

Verificacion del polimero y rendimiento a
través del coeficiente de rendimiento

Una vez evaporado el cloroformo de los tubos, el
polimero obtenido se peso y se verificod su naturaleza,
para ello se digirié el sedimento con H,SO, concentra-
do durante 30 min a 90 °C en bafio maria. Luego se dejo
enfriar y se realizé un barrido con espectrofotometro
en un rango de 220 a 250 nm, el polimero se identifi-
c6 como PHA cuando se observé un pico maximo de
absorbancia a 235 nm. Finalmente, con los pesos de la
biomasa celular y de los PHA se calcul6 el coeficiente
de rendimiento del producto con relacion a la biomasa
o cantidad de PHA obtenido por biomasa formada, con
la siguiente ecuacion (Guzman et al., 2017):

MasadelosPHA
Biomasacelular

Coeficiente(Y) = )

Determinacion de la capacidad de producir
polihidroxialcanoatos en medio a partir de
residuos agricolas

Para la preparacion del medio de fermentacion,
los residuos agricolas pulpa de café, cascaras de pla-
tano y salvado de trigo se deshidrataron por 72 h a
temperatura ambiente y se molieron en fracciones de
entre 0.5 a 2 mm. A partir de los residuos agricolas
molidos se prepararon 3 medios de fermentacion EGM
modificados, cada uno 6 gL de un residuo agricola
distinto, 0.25% p/v de extracto de levadura 'y 25% v/v
de agua del lago. Una vez preparados los medios de
fermentacion, las cepas seleccionadas se cultivaron en
10 mL de cada uno de los medios EGM modificados a
30 °C hasta que alcanzaron una concentracion de 0.5
del estandar de McFarland. Posteriormente 5 mL del
cultivo se inocul6 en 45 mL de cada uno de los medios
EGM modificados y se incubod a 30 °C con agitacion
constante a 150 rpm hasta alcanzar una concentracion
de 9 del estandar de McFarland. Una vez alcanzada
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dicha concentracion, los tubos se centrifugaron a
3000 rpm durante 15 min. El sedimento se lavé dos
veces con agua desmineralizada y se deshidratd en
horno a 45 °C hasta alcanzar peso constante. Para la
purificacion de los PHA, se agregd 1 mL de hipoclo-
rito de sodio al 5% por 2 h a los tubos con la biomasa
deshidratada, luego se agreg6 1 mL de cloroformo por
20 min para separar la biomasa del polimero. Posterior-
mente los tubos se centrifugaron a 3500 rpm durante
5 miny se obtuvieron dos fases, la inferior corresponde
a la de cloroformo con los PHA. Finalmente, con una
pipeta Pasteur se extrajo el cloroformo de la fase infe-
rior y se depositd en otro tubo de ensayo y el cual se
coloco en un horno a 40 °C por 24 h para la evaporacion
del cloroformo. Posteriormente se verifico el polimero
y se obtuvo el coeficiente de rendimiento para cada
cepa bacteriana (Koller et al., 2017).

Identificacion de las cepas

La identificacion se realizo de acuerdo al mi-
croorganismo, a través de caracteristicas macroscopi-
cas, pruebas bioquimicas, espectrometria de masas y
microscopia. Para las caracteristicas macroscopicas,
dependiendo del microorganismo se utilizd agar nu-
tritivo, agar sangre, manitol sal y agar MacConkey.
Para las pruebas bioquimicas se utilizo catalasa, oxi-
dasa, ureasa, produccion de indol, prueba de rojo de
metilo, reaccion de Voges-Proskauer, utilizacion del
citrato e hidroélisis del almidon (Holland et al., 1996;
Muhammadi et al., 2015).

Procesamiento y analisis de la informacion

Se realiz6 un analisis exploratorio de los resul-
tados obtenidos. Para los datos obtenidos en la pro-
duccion de PHA a partir de glucosa y a partir de los
residuos agricolas se llevo a cabo una prueba de nor-
malidad de Shapiro-Wilk. Para evidenciar diferencias
entre los coeficientes de rendimiento se realizé un
analisis de varianza (anova) y una posterior prueba
de comparacion de medias de Tukey, con el .05 de
significancia. Los resultados fueron procesados en
Excel 2013 y el programa R (Du et al., 2012).
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Resultados

Se logré aislar 35 cepas de bacterias a partir de
las muestras de agua recolectadas en la Laguna de
Ayarza, Santa Rosa, Guatemala (Tabla 1). Los gra-
nulos de polihidroxialcanoatos fueron inicialmente
observados con microscopia de luz y de contraste de
fases. De las 35 cepas aisladas se determind que 10
resultaron positivas para la produccion de
polihidroxialcanoatos en medio EGM y medios con
pulpa de café, cascara de platano y salvado de trigo
(Tabla 2). Entre las bacterias productoras de PHA se
encontraron las siguientes especies: Alcaligenes faecalis,
Bacillus idriensis, Bacillus megaterium, Exiguobacterium
acetylicum, Exiguobacterium aurantiacum, Pseudomonas
cuatrocienegasensis y Staphylococcus capitis.

Se observo que las mayores concentraciones
del polimero en medio EGM fueron producidas por
la cepa AP21-14 (Alcaligenes faecalis), AP21-10
(Alcaligenes faecalis) y AP21-03 (Staphylococcus
capitis). De las cepas que mostraron mayor
rendimiento en la produccion de polihidroxialcanoatos
no se encontrd diferencia entre la AP21-14 y la
AP21-10 que produjeron en promedio 1.21 g/L del
polimero. Asimismo, al evaluar las cepas en medio
enriquecido con pulpa de café, se encontr6 que las
mayores concentraciones fueron producidas por las
cepas AP21-03, AP21-10 y AP21-16 (Pseudomonas
cuatrocienegasensis), de estas la cepa AP21-03 y AP21-
10 no mostraron diferencia significativa y reportaron
un promedio de 0.88 g/L de PHA.

Al evaluar las cepas en medio enriquecido
con cascara de platano se observo que las que pro-
dujeron mayor concentracion del polimero fueron la
AP21-03, AP21-14 (Alcaligenes faecalis) y AP21-10.
No se encontrd diferencia entre las cepas AP21-10 y
AP21-14 que produjeron 0.85 g/L del polimero.
Ademats, al desarrollar las cepas en medio enriquecido
con salvado de trigo, se encontrd que las cepas que
produjeron mayor concentracion del PHA fueron la
AP21-10, AP21-03 y AP21-16, de estas no se encontrd
diferencia significativa entre la AP21-10 y AP21-03
que produjeron 1.03 g/L del polimero.
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Tabla 1
Identificacion de cepas por espectrometria de masas
Cepa Cadigo Identificacion
Cepa 1 AP21-01 Alcaligenes faecalis
Cepa 2 AP21-02 Bacilos gram positivo
Cepa 3 AP21-03 Staphylococcus capitis
Cepa 4 AP21-04 Bacillus megaterium
Cepa 5 AP21-05 Exiguobacterium aurantiacum
Cepa 6 AP21-06 Bacilos gram negativo
Cepa 7 AP21-07 Bacillus idriensis
Cepa 8 AP21-08 Cocos gram positivo
Cepa 9 AP21-09 Bacilos gram negativo
Cepa 10 AP21-10 Alcaligenes faecalis
Cepa 11 AP21-11 Bacilos gram positivo
Cepa 12 AP21-12 Bacilos gram negativo
Cepa 13 AP21-13 Bacilos gram positivo
Cepa 14 AP21-14 Alcaligenes faecalis
Cepa 15 AP21-15 Bacilos gram positivo
Cepa 16 AP21-16 Pseudomonas cuatrocienegasensis
Cepa 17 AP21-17 Bacilos gram negativo
Cepa 18 AP21-18 Exiguobacterium aurantiacum
Cepa 19 AP21-19 Pseudomonas cuatrocienegasensis
Cepa 20 AP21-20 Cocos gram positivo
Cepa 21 AP21-21 Exiguobacterium acetylicum
Cepa 22 AP21-22 Exiguobacterium aurantiacum
Cepa 23 AP21-23 Alcaligenes faecalis
Cepa 24 AP21-24 Bacilos gram positivo
Cepa 25 AP21-25 Bacilos gram negativo
Cepa 26 AP21-26 Alcaligenes faecalis
Cepa 27 AP21-27 Bacilos gram negativo
Cepa 28 AP21-28 Bacilos gram positivo
Cepa 29 AP21-29 Bacilos gram positivo
Cepa 30 AP21-30 Alcaligenes faecalis
Cepa 31 AP21-31 Bacilos gram positivo
Cepa 32 AP21-32 Cocos gram positivo
Cepa 33 AP21-33 Cocos gram positivo
Cepa 34 AP21-34 Cocos gram positivo
Cepa 35 AP21-35 Bacilos gram positivo
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Tabla 2

Promedios de produccion de polihidroxialcanoatos por cepas aisladas de la Laguna de Ayarza, Santa Rosa,
Guatemala en diferentes medios de cultivo

Cepa Cadigo Produccion de  Produccion de Produccion de PHA Produccion de PHA
PHA en medio PHA en medio con en medio con cascaras en medio con salvado
EGM pulpa de café (g/L)' de platanos (g/L)! de trigo (g/L)'

Cepa | AP21-01 0.90 (0.15) a 0.70 (0.17) a 0.72 (0.19) a 0.82(0.15) a
Cepa 2 AP21-02 0.00 0.00 0.00 0.00

Cepa 3 AP21-03 1.02 (0.23) b 0.93(0.23) b 0.90 (0.22) b 1.02 (0.19) b
Cepa 4 AP21-04 0.65(0.17) ¢ 0.64 (0.26) a 0.19 (0.15) c 0.54 (0.19) ¢
Cepa 5 AP21-05 0.79 (0.19) d 0.76 (0.17) ¢ 0.72 (0.10) a 0.56 (0.24) ¢
Cepa 6 AP21-06 0.00 0.00 0.00 0.00

Cepa 7 AP21-07 0.70 (0.22) e 0.62 (0.17) a 0.30(0.18)d 0.67 (0.19) ¢
Cepa 8 AP21-08 0.00 0.00 0.00 0.00

Cepa 9 AP21-09 0.00 0.00 0.00 0.00

Cepa 10  AP21-10 1.20 (0.19) b 0.92 (0.22) b 0.88 (0.18) b 1.07 (0.19) b
Cepall  AP2I-11 0.00 0.00 0.00 0.00
Cepal2  AP21-12 0.00 0.00 0.00 0.00

Cepa 13 AP21-13 0.00 0.00 0.00 0.00

Cepa 14  AP21-14 1.22 (0.21) b 0.69 (0.15) f 0.85(0.17) be 0.89(0.17) d
Cepal5  AP21-15 0.00 0.00 0.00 0.00
Cepal6  AP2I-16 1.00 (0.23) f 0.92 (0.16) b 0.78 (0.29) a 0.87 (0.16) e
Cepal7  AP21-17 0.00 0.00 0.00 0.00

Cepa 18  AP21-18 0.00 0.00 0.00 0.00
Cepal9  AP21-19 0.00 0.00 0.00 0.00
Cepa20  AP21-20 0.00 0.00 0.00 0.00
Cepa2l  AP21-21 0.00 0.00 0.00 0.00
Cepa22  AP21-22 0.00 0.00 0.00 0.00
Cepa23  AP21-23 0.00 0.00 0.00 0.00
Cepa24  AP21-24 0.00 0.00 0.00 0.00
Cepa25 AP21-25 0.00 0.00 0.00 0.00
Cepa26  AP21-26 0.99 (0.25) a 0.77 (0.20) b 0.53 (0.16) f 0.66 (0.20) ¢
Cepa27  AP21-27 0.00 0.00 0.00 0.00
Cepa28  AP21-28 0.00 0.00 0.00 0.00
Cepa29  AP21-29 0.00 0.00 0.00 0.00
Cepa30 AP21-30 0.883(0.14) g 0.39(0.21) g 0.51 (0.16) g 0.50 (0.20) ¢
Cepa3l  AP21-31 0.00 0.00 0.00 0.00
Cepa32 AP21-32 0.00 0.00 0.00 0.00
Cepa33  AP21-33 0.00 0.00 0.00 0.00
Cepa34 AP21-34 0.00 0.00 0.00 0.00
Cepa35  AP21-35 0.00 0.00 0.00 0.00

Nota. 'Gramos por litro de polihidroxialcanoato. %<& Letras distintas indican diferencia significativa, de acuerdo
con la prueba de comparaciones multiples de Duncan (p = .05).
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Discusion

Se aislaron 35 cepas microbianas en la Laguna
de Ayarza, de las cuales 10 resultaron positivas para la
produccion de polihidroxialcanoatos al desarrollarse en
Medio EGM, pulpa de café, cascara de platano y salvado
de trigo (Tabla 2). Entre las especies encontradas esta
A. faecalis, B. idriensis, B. megaterium, E. acetylicum,
E. aurantiacum, P. cuatrocienegasensis 'y S. capitis.
Ademas, se encontro que las cepas AP21-10, AP21-14
y AP21-03 produjeron las mayores concentraciones
del polimero, en los cuatro medios probados (EGM y
enriquecidos con pulpa de café, cascara de platano y
salvado de trigo) con una media de 1.00 (0.16) g/L, 0.88
(0.41) g/L y 0.98 (0.12) g/L respectivamente.

Se ha reportado que los PHA producidos por
microorganismos que habitan en ecosistemas con
altas concentraciones de sales se dan bajo condiciones
de exceso de carbono y limitantes de nitrégeno
(Obruca et al., 2020). En este sentido en algunos
estudios donde se ha utilizado medio EGM como
sustrato se han reportado rendimientos promedio de
0.8 g/L de polihidroxialcanoatos con Halomonas
nitroreducens (Cervantes-Uc et al., 2014) estos resultados
son similares a los producidos por la cepa AP21-14
correspondiente a A. faecalis que al desarrollarse en
Medio EGM vy enriquecido con pulpa de café, cascara
de platano y salvado de trigo, mostré una produccion
de 0.88 g/L en promedio. Por otra parte, durante
este estudio también se encontraron cinco cepas de
A. fecalis capaces de producir PHA (identificadas con
los codigos AP21-01, AP21-10, AP21-14, AP21-26
y AP21-30) las cuales evidenciaron los mayores valores
medios de produccion por litro de sustrato. Diversas
especies de Alcaligenes han sido reportadas por otros
autores como productoras de PHA principalmente
poli(3-hidroxibutirato) (PHB) y poli (3-hidroxibutirato-
co-3-hidroxivalerato) (PHBV); se ha reportado que su
diversidad metabolica, capacidad de utilizar compuestos
aromaticos y metales pesados, asi como su capacidad
para eliminar productos toxicos, ha vuelto de interés a
este género para la produccion de PHA (Yajima et al.,
2020).

En otras investigaciones también se ha reportado
a Staphylococcus como un género capaz de adaptarse
a distintas condiciones ambientales por su amplio po-
tencial para producir diversas enzimas para aprovechar
los nutrientes del medio y competir con otros micro-
organismos e incluso evadir las defensas naturales de
animales y seres humanos (Seo & Bohach, 2014). El
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género Staphylococcus ha sido utilizado también para
la produccion de PHA a partir de medios sintéticos y
también de productos agricolas y residuos industriales
como las semillas de sésamo, melaza, cascaras de pla-
tano, papa, mango, efluentes textiles, aceites residuales
y polvo de proteina y se han reportado producciones
promedio de hasta 1.71 g/L de distintos PHA (Joyline
& Aruna, 2019). En este estudio se encontro que la
cepa AP21-03 correspondiente a S. capitis present6 un
rendimiento promedio de 1.12 g/L. en medio EGM, 0.84
g/L en medio enriquecido con pulpa de café¢, 0.93 g/L
en medio con cascara de platano y 1.02 g/L en medio
con salvado de trigo, lo cual es similar al rendimiento
que presentan otras cepas de Staphylococcus en otros
desechos agroindustriales (Joyline & Aruna, 2019).
Asimismo, Staphylococcus ha sido considerado un
microorganismo de interés para la produccion de PHA
ya que tiene un amplio potencial de adaptacion a dis-
tintos sustratos y también por su tolerancia a elevadas
concentraciones de sal lo que lo hacen apto para reducir
los costos de produccion de polimeros biodegradables.
Aunque S. capitis no habia sido reportado para la pro-
duccion de polihidroxialcanoatos, se ha encontrado que
S. epidermidis, S. aureus 'y otras especies han logrado
producir PHB, PHBV y P4HB (Reddy & Mohan, 2012).

Por otra parte, aunque la cepas de B. megaterium
v B. idriensis encontradas mostraron los menores ren-
dimientos de produccion de PHA en medio EGM y
enriquecidos con pulpa de café, cascara de platano y
salvado de trigo (0.54 g/L y 0.53 g/L respectivamen-
te), esto puede ser el resultado de los sustratos utili-
zados, no obstante, algunas especies de Bacillus han
sido ampliamente aplicadas por su potencial para
producir polimeros de PHA con propiedades especifi-
cas, por ejemplo: en un estudio se reportd que la cepa
BPPI-14 y BPPI-19 de Bacillus sp. produjeron acido
hidroxibutirico (4HB) y poli-(3-hidroxibutirato-co-4-
hidroxibutirato), los cuales presentan propieda-
des fisicoquimicas similares a las del polipropileno
(Mohammed et al., 2019). En esta investigacion se
utilizé medio EGM y medios enriquecidos con pulpa
de café, cascara de platano y salvado de trigo como
fuente de carbono lo que pudo limitar la sintesis de
PHA. Ademas, otras investigaciones han reportado
la produccion de PHB cuando se ha utilizado glucosa
como Unica fuente de carbono y también se ha eviden-
ciado la produccion de otros PHA como el PHVB y
PAHV (Katircioglu et al., 2003). Otras investigaciones
también han reportado que se pueden obtener diversos
tipos de polihidroxialcanoatos dependiendo la fuente
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de carbono en la que es cultivado B. cereus, entre estos
se ha reportado el PHV, PHBHV. Por lo tanto, aunque
las condiciones limitantes de nitrégeno y el exceso de
carbono son las principales variables a considerar para
la produccion de PHA, las condiciones de cultivo y los
sustratos también tienen un efecto directo con relacion
al tipo de polimero producido (Rathika et al., 2018).

Respecto al género Exiguobacterium aurantiacum
y Pseudomonas cuatrocienegasensis pocos estudios
los han reportado para la sintesis de polihidro-
xialcanoatos, Kanekar y colaboradores (2008)
aislaron a E. aurantiacum del lago salado Lonar de la
India y la reportaron como productora de PHA, sin
embargo, no indicaron el rendimiento de produccion
el cual para la presente investigacion fue de
0.70 g/L (Tabla 2) en promedio en los sustratos
utilizados reportados anteriormente. Asimismo,
Dong-Heon y colaboradores (2010) lograron aislar a
P. cuatrocienegasensis a partir de aguas contaminadas
con un derrame de petrdleo en Taean, Corea. Dichos
autores encontraron que P. cuatrocieneganesis es
capaz de producir PHA al utilizar medios sintéticos con
glucosa como fuente de carbono con rendimientos de
hasta 1.10 g/L los cuales son similares a los encontrados
en la presente investigacion.

Las especies de bacterias aisladas en esta inves-
tigacion podrian ser aplicadas a nivel industrial por su
capacidad para producir polihidroxialcanoatos a partir
de residuos agricolas y como alternativa a la utilizacion
de plasticos petroquimicos. Los valores de rendimien-
to obtenidos con pulpa de café, cascara de platano y
salvado de trigo, también son prometedores y compa-
rables a otros reportados en la literatura. Sin embargo,
para aumentar la produccion de PHA, atn hacen falta
estudios que permitan evaluar otros residuos agricolas
como fuente de carbono.
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Resumen

La obtencion de informacion estructural tridimensional de una proteina es de suma importancia en campos
tan variados como la bioquimica funcional, las ciencias de materiales o biomédicas. Siendo actualmente la
difraccion de rayos X de monocristal el estdndar de oro para la consecucion de este objetivo, la obtencion de dicho
monocristal sigue siendo un cuello de botella desde el punto de vista practico, y poco entendido desde el punto de
vista teorico. En este articulo se revisa desde la perspectiva estructural de la proteina la forma en que los rayos
X permiten obtener la informacion estructural y las condiciones fisicoquimicas que permiten la formacion de un
cristal adecuado para estos experimentos.

Palabras clave: Estructura tridimensional de las proteinas, cristalogénesis bioldgica, cristalografia, difraccion de rayos X, diseno
de farmacos

Abstract

btaining three-dimensional structural information of a protein is of utmost importance in various fields

such as functional biochemistry, materials science, or biomedical sciences. Even though single crystal X-ray
diffraction is currently the gold standard for this purpose, growing said single crystal is still a bottleneck from a
practical viewpoint, and not fully understood from a theoretical point of view. In this article, we review, from a
protein structure perspective, the way X-rays provide structural information, and the physicochemical conditions
that promote the formation of an adequate crystal for these experiments.
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Introduccion

Nature (s.f. ) indica que la Biologia Estructural es
el “estudio de la estructura molecular y dinamica de las
biomacromoléculas, particularmente de las proteinas
y los acidos nucleicos, asi como las alteraciones en la
estructura que afectan su funcion” (parr. 1). Por tan-
to, incorpora los principios de la Biologia Molecular,
Bioquimica y Biofisica.

Aunque esto pudiera parecer un problema de
quimica similar a los que se observan en la quimica
de moléculas pequeiias, no lo es (McKee et al., 2014).
Esto se debe a la existencia de una jerarquizacion en su
estructura, que ademas de la disposicion de sus a&tomos
y sus enlaces, esta ligada directamente a interacciones
intermoleculares, con el solvente ¢ interacciones supra-
moleculares con otras moléculas (Berka et al., 2009;
Rose et al., 2006; Williamson, 2011). Actualmente exis-
ten alrededor de 160,000 estructuras tridimensionales
(Figura 1), publicadas en el Research Collaboratory for
Structural Bioinformatics Protein Data Bank (RCSB
PDB). De estas técnicas, la mas comiin para resolucion,
en gran medida es la de Difraccion de Rayos X de
Monocristal, siendo actualmente la técnica principal
de uso rutinario en Biologia Estructural.

Figura 1

Estructuras depositadas en PDB por aiio

La formacién de un cristal de proteina con fines
de obtener informacion estructural, presenta caracte-
risticas muy especificas tanto en los fundamentos como
en las técnicas y los procesos (Rhodes, 2010). A partir
de 1980 la sistematizacion y la formulacion de modelos
ha permitido el desarrollo de la llamada cristalogénesis
biologica (Saridakis et al., 2002). La cristalogénesis se
ha convertido en una disciplina que busca entender los
principios fisicoquimicos basicos de los procesos de
nucleacion, cristalizacion, crecimiento de cristales y
medir de manera cuantitativa los parametros biofisicos
y quimicos que estan involucrados en el crecimiento
de un cristal (Giegé & Mikol, 1989).

Contenido

Niveles de Estructuracion de una Proteina

Estructura primaria

La estructura primaria es la descripcion de la
secuencia de aminoacidos que conforman la proteina
(Williamson, 2011), junto con modificaciones covalen-
tes, como puentes disulfuro o fosforilaciones. Los ami-

m Nimero total de estructuras disponibles
Noamero de estructuras publicadas anualmente
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Nota. Crecimiento de los depositos de estructuras tridimensionales de Biomacromoléculas en el Protein Data Bank.
Adaptado de PDB Data Distribution by Experimental Method and Molecular Type (https://www.rcsb.org/stats/sum-

mary). Dominio Publico.
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noacidos son compuestos organicos que contienen un
grupo acido carboxilico y una amina, unidos al mismo
carbono, denominado carbono alfa (a). Este carbono
se encuentra sustituido por un hidrégeno y una cadena
organica (R). A excepcion de la glicina, todos los ami-
noacidos naturales presentan el carbono a sustituido
por cuatro diferentes radicales, haciéndolos quirales.
Todos los aminoéacidos naturales son L-aminoacidos
como se muestra en la Figura 2 (Williamson, 2011).

Las caracteristicas especificas debidas a la cade-
na lateral permiten que distintos residuos de la proteina
tengan caracteristicas quimicas polares, apolares e hi-
drofobicas. Ademas, debido a los efectos en el entorno
electronico y la presencia de grupos acido - base en las
cadenas laterales, cada residuo se encuentra en equili-
brio a un pH definido (Williamson, 2011).

El heterodimero basico entre dos aminoacidos,
llamado péptido, es la formacion de una amida, a partir
del acido carboxilico de un aminoacido, con el grupo
amino de otro. A esta condensacion se le conoce como
enlace peptidico. Al extenderse el nimero de mono-
meros, casi siempre quedara un grupo carboxilo y un
grupo amino libres conocidos como extremos carbono
y amino terminal (Williamson, 2011).

Debido a la formacion del enlace peptidico en
una geometria plana y rigida, se genera en la cadena
principal (sin tomar en cuenta las cadenas laterales, los
grupos R) dos angulos entre los distintos planos que
tienen rotacion relativa entre si, denotados como ¢ y
en la Figura 3. Estos enlaces diedros deben minimizar
el impedimento estérico entre las cadenas laterales,
por lo que se permiten solamente ciertos valores de
combinaciones entre ambos (a excepcion de la glicina).
Esto puede ser visto, en la seccion b de esta misma
grafica, en donde se observan zonas preferidas (seccion
con mayor presencia de puntos) y permitidas (seccion

Figura 2

Quiralidad de los aminodcidos

0O
H3C\.)J\0H

A NH,

Nota. 2A: L —aminoacido, 2B: D — aminoacido.
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con menor presencia de puntos). Este grafico, conoci-
do como grafico de Ramachandran, es muy util para
evaluar la estabilidad conformacional del modelo de
proteina propuesto. Cualquier aminoacido que se en-
cuentre fuera del grafico, debe ser explicado detallada
y cuidadosamente (Williamson, 2011).

Estructura Secundaria

El conjunto de elementos de geometria regular
de la cadena principal es conocido como estructura
secundaria. Esta estructura generalmente se sostiene
por interacciones intermoleculares, como puentes de
hidrogeno, entre aminoacidos que se encuentran en las
cercanias, con angulos y orientaciones bien estableci-
das que permiten establecer topologias caracteristi-
cas. Los mas comunes son las hélices alfa y laminas u
hojas plegadas beta. Existe una relacion directa entre
la secuencia de la estructura primaria y la estructura
secundaria, puesto que diferentes aminoacidos tienen
tendencia a formar uno de esos elementos estructu-
rales, por lo que puede se puede predecir facilmente
(McKee et al., 2014; Williamson, 2011). Para fines ilus-
trativos de la jerarquia de la estructura se presentan
en la Figura 4 un esquema general de la hélice alfa y
la hoja plegada beta. Como se puede observar, existen
enlaces de hidrogeno que permiten fijar la estructura
en formas bien definidas.

Estructura Terciaria

Finalmente, la estructura terciaria es el plega-
miento tridimensional completo. La estructura terciaria
esta intimamente ligada a su funcién, siendo la mas
conservada. Esto se debe a que los dominios que las

O

OH
B NH,
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Figura 3

Combinaciones aceptadas de angulos diedros de cadena principal
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Nota. Panel A: Angulos de la cadena principal de una proteina. Panel B: Diagrama de Ramachandran, con las relacio-
nes de angulos en secciones preferidas (secciones ovaladas) y aceptadas, imagen de ICRL de “Insights into interfacial
activation from an open structure of Candida rugosa lipase” por P. Grochulski y M. Cygler, 1993, Journal of Biologi-
cal Chemistry, 268, pp. 12843-12847 creado con Coot de “Coot: model-building tools for molecular graphics” por P.
Emsley, y K. Cowtan, 2004, Acta Crystallographic. D 60 pp. 2126-2132.

conforman se han desarrollado de manera indepen-
diente y posteriormente se conjuntan en proteinas con
funciones especificas (Gihaz et al., 2018). Existe evi-
dencia contundente de la conservacion de dominios en-
tre especies filogenéticamente muy separadas, pero con
funciones similares. Por lo tanto, se puede suponer de
manera analoga a la evolucion de los organismos, una
evolucion de la estructura de las proteinas a través de
la conservacion de secciones mas ttiles y posteriores
modificaciones genéticas por los mecanismos mutagé-
nicos evolutivos conocidos, teniendo como resultado
plegamientos caracteristicos similares en practicamen-
te todas las estructuras de proteinas conocidas (Yeats
& Orengo, 2007). Este comportamiento similar per-
mite definir de manera termodindmica el concepto de
proteina (y diferenciarse, por ejemplo, de los péptidos)
a través de su plegamiento.

Se ha observado que cualquier proteina, no im-
portando su tamafio, presenta una ruta de plegamiento
parecida, en la cual la superficie de energia libre es
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rapidamente muestreada y decae a su minimo en pocos
pasos (Honda et al., 2008). A nivel molecular, la fuerza
motriz de este comportamiento se debe a la formacion
de un nticleo hidrofobico. Cuando la estructura tercia-
ria se esta ensamblando en un medio acuoso, similar
al de los organismos, la mayoria de los aminoacidos
hidrofébicos que forman parte de la secuencia estable-
cen interacciones intermoleculares, conocidas como
interacciones hidrofobicas, que buscan ocultar estas
secciones del agua, exponiendo los aminoacidos hidro-
filicos o cargados al solvente acuoso (Burhman et al.,
2003; Dror et al., 2015; Mohtashami et al., 2019; Pace
et al., 2004). Esto se conoce como colapso hidrofébico
y juega un papel preponderante durante el plegamiento
de las proteinas (Konieczny et al., 2000).

Del colapso hidrofébico durante el plegamiento
de una proteina surge como corolario la importancia
para la estructura tridimensional de la solvatacion de
la proteina. Se ha observado que la capa de agua di-
rectamente en contacto con la superficie de la proteina
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Figura 4
Estructuras basicas de Hélice Alfa y Hoja Plegada Beta

Nota. Panel A: Relaciones intramoleculares de una hélice alfa, imagen de 1COS de “Crystal structure of a
synthetic triple-stranded a-helical bundle” por L. Brett, C. Seunghyon, C. Duilio, K., M. D., F., D. W., y E. David,
1993, Science, 259, pp. 1288-1293 creado con Chimera de “UCSF Chimera--a visualization system for exploratory
research and analysis” por E. F. Pettersen, T. D. Goddard, C. C. Huang, G. S. Couch, D. M. Greenblatt, E. C. Meng,
y T. E. Ferrin, 2004, Journal of Computational Chemistry, 25, pp. 1605-1612. Panel B: Relaciones intramoleculares
de una lamina (hoja) beta, imagen 1ROU de “Crystal structure of ywiB protein from Bacillus subtilis” de J., Osipiuk,
X., Xu, A., Savchenko, A., Edwards, A., Joachimiak, Midwest Center for Structural Genomics, 2003, doi: 10.2210/
pdb1ROU/pdb creado con Chimera de “UCSF Chimera--a visualization system for exploratory research and analysis”
por E. F. Pettersen, T. D. Goddard, C. C. Huang, G. S. Couch, D. M. Greenblatt, E. C. Meng, y T. E. Ferrin, 2004,

Journal of Computational Chemistry, 25, pp. 1605-1612

esta tan fuertemente unida a la misma (por fuerzas
intermoleculares) que puede decirse que son estructu-
rales, sobre todo en la cercania de un residuo cargado
(Saha & Mukherjee, 2018). La dinamica de las mol¢-
culas conforme se van alejando de esta capa parece
aumentar de manera discreta, modificandose dos o tres
veces antes de llegar al solvente que no interacciona
(Bagchi, 2005).

Este comportamiento es importante también en
la presencia de solventes organicos, puesto que su pre-
sencia en la primera capa de solvatacion, si interactua
con la capa hidrofébica, puede bloquear el plegamiento
o desnaturalizar la misma proteina. Sin embargo, en
capas mas alejadas, o en proteinas con secciones hi-
drofobicas expuestas puede actuar como estabilizante
micelar (Gomez-Puyou et al., 1992).
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Difraccion de Rayos X de Monocristal

Principios de Difraccién de Rayos X

La estructura de una proteina se obtiene a partir
un monocristal de ésta. Un cristal de este tipo es una
repeticion tridimensional del mismo patron basico,
hasta llegar a dimensiones de décimas de milimetro
e inclusive milimetros para uso en difraccion de neu-
trones. En el experimento de difraccion de Rayos X, el
patrén repetitivo del cristal permite que la sefial pro-
ducida por los dispersores atomicos se magnifique.
La celda unitaria (ver Figura 5) es un paralelepipedo
(definido por tres vectores unidad y tres angulos) que
al trasladarse de manera periodica en tres dimensiones
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reproduce el cristal por completo. En su interior con-
tiene una o mas moléculas de proteina (en este caso)
que forman el cristal (Parker, 2003).

Figura §
Celda Unitaria Modelo

Nota. Celda Unitaria Modelo. La geometria de la repe-
ticion de la seccion asimétrica se puede definir por tres
vectores (a, b, ¢) y tres angulos (a, 3, 7).

Para que la interaccion de un cristal de proteina
con la radiacion electromagnética produzca un
efecto de difraccion (es realmente un fenomeno de
interferencia) es necesario que la longitud de onda de
la radiacion sea del mismo orden de magnitud que la
separacion de los planos cristalograficos dentro del
cristal. Esto se cumple para los rayos X cuya longitud
de onda se encuentra entre 1 a 10 A. En la Figura 6
se explica este comportamiento. Un haz de rayos X
incide en un dispersor que se encuentra en una posicion
especifica de la red cristalina. La radiacion dispersada
puede describirse como una onda viajera, que sale con
un angulo igual al plano de incidencia, con respecto
a la normal. Este mismo fendmeno sucede con otros
dispersores en diferentes posiciones. Dependiendo de
la capacidad dispersiva y la distancia entre los planos
en que se encuentran los dispersores, las ondas viajeras
pueden interferir constructiva o destructivamente para
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producir un patrén de interferencia especifico (Parker,
2003), que depende de la diferencia de fase en la onda
(representada como ¢) y el médulo de la amplitud ().

Si el haz incide con un angulo € con respecto
al plano (ver Figura 7), se forman los tridngulos
rectangulos adyacentes entre los puntos O - 4 - B -
C. Dado que los haces deben ser paralelos (estos son
representados por un grupo de tres numeros, llamados
indices de Miller, que indican en un origen cartesiano
relativo, en qué lugar ocurre la interseccion de los
ejes por distintos planos que coinciden con algunos
de los dispersores), O - Cy O - B son perpendiculares a
A - Cy A - B respectivamente, y se obtiene que
AB = AC = dsen#. Debido a la restriccion que requiere
que la interferencia de las ondas sea constructiva, se
tiene que AB + AC = nl = 2dsen®.

Patron de Difraccion: Espacio Reciproco
y Espacio Real

En la Figura 8 se observa el resultado de colocar
un detector de radiacion bidimensional a una distancia
determinada del cristal que se somete a un experimen-
to de difraccion. Cada reflexion en el patron de difrac-
cion representa una posicion especifica, que depende
de la familia de planos cristalinos con los mismos in-
dices de Miller que sufren interferencia constructiva
y dan origen a dicha reflexion (otorgando informacion
de la posicion de los dispersores). Por otro lado, la in-
tensidad de las reflexiones es el resultado de la suma
de las ondas reflejadas en fase, por lo que depende de
las caracteristicas de los dispersores (y por lo tanto da
informacion de la naturaleza de los 4&tomos ubicados
sobre los planos, dado que dependen de la densidad
electronica de los mismos) (Howard & Brown, 2001).

Aunque la geometria bésica del cristal, a lo que se
le puede llamar espacio real, se transfiere a las reflexio-
nes del patron de difraccion en el espacio reciproco,
existe una transformacion del sistema que provoca que
no sean idénticos. Los cambios basicos que se observan
son que las dimensiones de los vectores de posicion re-
lativa en el cristal son los reciprocos de los vectores en
el espacio real y que los dngulos en el espacio real son
suplementarios a los angulos en el espacio reciproco.
Con base en lo expuesto, también se puede intuir que
el patron de difraccion de la Figura 8 puede ser el de
una proteina, puesto que el espacio entre reflexiones
es pequeio (y por lo tanto este mismo espacio en el
cristal es grande) (Howard & Brown, 2001).
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Figura 6

Dispersion de Rayos X en un Cristal

20

Nota. La estructura ordenada de los planos cristalogra-
ficos de un solido permite que bajo ciertas condiciones
geométricas los haces de rayos equis se encuentren com-
pletamente en fase.

Figura 7

Ley de Bragg. Relacion entre el angulo de incidencia y
la condicion de interferencia constructiva

dn 1

Nota. La geometria definida por la ley de Bragg describe
detalladamente la relacion entre los planos cristalogra-
ficos y los haces de rayos x estableciendo el angulo que
permite que estos Ultimos estén en fase.

Figura 8

Patron de Difraccion Caracteristico para una Proteina

Nota. Tmagen de difraccion tipico. La gran cantidad y
la distancia entre las reflexiones son caracteristicas de
una proteina.
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Mapa de Densidad Electrénica y Elaboracion
del Modelo Molecular

Con base en lo discutido hasta esta seccion, es
evidente que es posible deducir la posicion tridimen-
sional de los dispersores a partir de la informacion
de las reflexiones. Sin embargo, como se menciond
anteriormente, dado que las reflexiones se deben a con-
tribuciones de los planos cristalinos, tedricamente en
cada reflexion existe una parte aportada por cada dis-
persor, y cada dispersor estd diseminado en todas las
reflexiones. Ya que la intensidad de una onda esta dada
por el cuadrado del modulo de su amplitud F (hkl),
conocido como factor de estructura, siendo su valor
al cuadrado igual a la intensidad. Para poder separar
cada contribucion es necesario conocer la fase (¢) de la
Figura 6, como puede describirse en la Ecuacion 1. Sin
embargo, esta informacion de la sumatoria se pierde
durante la medicion, y por tanto debe ser aproximada
numéricamente, utilizando métodos heuristicos. La im-
posibilidad de determinar experimentalmente las fases
se conoce como problema de las fases (Drenth, 2007).

F(hkl) =V f ' f 1 f 10p(xyz)exp[2n'£(_hx + ky + 12)]dxdydz (1)
x=0Jy=0z=

En los inicios de la cristalografia de proteinas se
utilizaron macromoléculas que tuvieran atomos con
un numero atémico alto (i.e. atomos metalicos), puesto
que la intensidad de las reflexiones seria dominada por
este dispersor. Si existieran varios atomos metalicos o
“atomos pesados”, es entonces posible encontrar sus
posiciones relativas y luego aproximar la fase del resto
de los atomos mediante iteraciones sucesivas. Este méto-
do es conocido como del atomo pesado y actualmente se
suele usar en la técnica de dispersion anomala (Rhodes,
2010). Es mucho mas comun utilizar un modelo ya pu-
blicado con secuencia similar a la proteina que se esta
tratando resolver y realizar las transformaciones perti-
nentes, como primera aproximacion a las fases (Rhodes,
2010), método conocido como Reemplazo Molecular.

De la Ecuacion 1 se puede deducir que, una vez
establecidos los factores de estructura, es posible co-
nocer la densidad electronica. Dado que en realidad
solamente es posible conocer de manera discreta los
factores, se obtienen descripciones discretas de la den-
sidad electronica. La resolucion de la densidad electro-
nica esta dada entonces por la menor distancia entre
dos puntos de densidad que pueden ser resueltos. Como
se puede ver en la Figura 9, la resolucion experimental
tiene un efecto importante en la calidad del modelo
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que se pueda determinar. A alta resolucion se puede
observar inclusive cada atomo claramente y definir la
conectividad a partir de la distancia de enlace, permi-
tiendo describir completamente tanto la cadena princi-
pal como la cadena lateral de la proteina, describiendo
su estructura terciaria e inclusive sus interacciones.

Cristalogénesis Bioldgica

Diagrama de Solubilidad: Parametros
Termodinamicos

La cristalizacion es un fenomeno de transicion
de fase en el cual una solucién de proteina es llevada a
sobresaturacion, ya sea cambiando la concentracion de
precipitante, de proteina o de aditivos, pH o temperatu-
ra (McPherson, 2004). El fenémeno se puede entender
a partir de las diversas secciones de un diagrama de
solubilidad (Figura 10).

1. Insaturacion: En esta zona la concentracion
de proteina en las condiciones especificadas
es menor a la necesaria para que la proteina
cambie a una fase solida.

2. Sobresaturacion: En esta fase la concentracion
de la proteina es mayor a su solubilidad. Esto
significa que una porcion de la proteina saldra
de la solucién y formara una especie solida.

» Zona de Precipitacion: En esta zona la concen-
tracion de la proteina es tan alta que la forma-
cion del solido es muy rapida y se forman una
gran cantidad de cristales demasiado peque-
flos como para ser analizados por las técnicas
de monocristal.

» Zona de Nucleacion: En esta zona se forman
nucleos de cristalizacion, consistentes en pe-
queilos clusteres de proteina separados de la
fase continua de solucion, pero que no son
observables por medios 6pticos.

* Zona Metaestable: Una zona de baja sobresa-
turacion, en la cual los cristales son estables
y pueden crecer, pero no se forman nuevos
nucleos de cristalizacion.

Para obtener un cristal con caracteristicas ade-
cuadas y poder adquirir datos de alta resolucion, y un
modelo con mucho detalle y alta calidad, es deseable
que se alcance la zona de nucleacion obteniéndose una
baja cantidad de nuicleos de cristalizacion y que la solu-
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cion pase rapidamente a la zona metaestable (Moreno
& Mendoza, 2014; Velasquez-Gonzalez et al., 2019).
En la zona metaestable, es preferible que el limite
termodinamico de solubilidad se alcance lentamente,
y que la agregacion de nuevas proteinas al cristal se
dé por medios exclusivamente difusivos, eliminan-
do la conveccion de cualquier tipo (Chayen, 2004).
Normalmente se usa un agente precipitante el cual es
una especie quimica que compite con la proteina por
el solvente. Cuando las concentraciones de proteina y
de dicho agente son suficientemente altas, la proteina
se separa de la solucién y se asocia para formar un
cristal (proceso conocido como salting-out, en inglés,
y precipitacion ordenada o precipitacion, en espafiol)
(McPherson, 2004). Los agentes precipitantes se pue-
den clasificar de la siguiente manera:

1. Sales inorganicas: Forman una red con las
moléculas de agua que genera que las proteinas
se asocien entre si. El efecto suele ser dominado
por entalpia (McPherson, 2004).

2. Solventes Organicos Volatiles: reducen la
constante dieléctrica del medio apantallando los
campos eléctricos entre proteinas. Sin embargo
pueden ocasionar la desnaturalizacion de las
proteinas (McPherson, 2004).

3. Polimeros: produce efectos de exclusion de
volumen,; el espacio para que el solvente acuoso
hidrate efectivamente a la proteina se reduce,
generando dispersion y formacion de agregados
(McPherson, 2004).

4. Solventes Organicos no Volatiles: similar al de
los solventes organicos volatiles en disefios de

experimentos distintos (McPherson, 2004).

Nucleacion, Crecimiento Cristalino, Efectos
Cinéticos y Difusivos

Para obtener un monocristal de proteina es nece-
sario que sucedan dos eventos consecutivos de carac-
teristicas diferentes: la nucleacion y el posterior creci-
miento ordenado del nticleo cristalino (Chayen, 2004).
La nucleacion es la obtencion, a partir de la solucion
sobresaturada de la proteina, de una fase separada mi-
croscopica con caracteristicas de orden traslacional y
rotacional distintos a la solucion (Garcia-Ruiz, 2003).
Para las proteinas se han establecido dos teorias di-
ferentes de formacion de nucleos. La primera, cono-
cida como teoria clasica de nucleacion, esta descrita
por la separacion heterogénea de fases, descrita por
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Figura 9

Relacion de densidad electronica y resolucion

Nota. Descripcion de la densidad electronica en funcion de la longitud de onda mas pequefia que el cristal produce
una sefal de difraccion. Notese como el mayor detalle a menor longitud de onda permite establecer mas claramente la
identidad molecular. Residuo de Triptéfano en mioglobinas de Physeter catadon. Panel A: Imagen SYCE de “Tracing
whale myoglobin evolution by resurrecting ancient proteins”, de Y. Isogai, H., Imamura, S., Nakae, T., Sumi, K.,
Takahashi, T., Nakagawa, A., Tsuneshige, T., Shirai, 2017, Science Report, 8, pp. 16883-16883 creado con Coot de
“Coot: model-building tools for molecular graphics” por P. Emsley, y K. Cowtan, 2004, Acta Crystallographic. D 60
pp- 2126-2132. Panel B: Imagen 1JWS de “Sampling of the native conformational ensemble of myoglobin via structures
in different crystalline environments”, de D. A., Kondrashov, W., Zhang, R., Aranda, B., Stec, G. N. Jr, Phillips, 2008,
Proteins: Structure, Function, and Bioinformatics 70, 353-362 creado con Coot de “Coot: model-building tools for
molecular graphics” por P. Emsley, y K. Cowtan, 2004, Acta Crystallographic. D 60 pp. 2126-2132. Panel C: Imagen
101M “Correlations between Bound N-Alkyl Isocyanide Orientations and Pathways for Ligand Binding in Recombinant
Myoglobins. Thesis”. Panel D: Imagen 108M de “Correlations between Bound N-Alkyl Isocyanide Orientations
and Pathways for Ligand Binding in Recombinant Myoglobins. Thesis” por R. D., Smith, 1999, creado con Coot de
“Coot: model-building tools for molecular graphics” por P. Emsley, y K. Cowtan, 2004, Acta Crystallographic. D 60
pp- 2126-2132.

Gibbs (1878) en su forma general y aplicada por
Frenkel (1939). La energética basica se puede obser-
var en la Figura 11. La formacion de un nticleo estable
sucede cuando se alcanza un volumen critico, en el cual
la interaccién entre los miembros del nucleo, supera a
la interaccion de los miembros del nticleo que forman
parte de la superficie de éste e interactian con el sol-
vente (Garcia-Ruiz, 2003). Fuera de la teoria clasica de
nucleacion se ha propuesto la existencia de una nuclea-
cion multietapa. Esta teoria propone un mecanismo de
autoensamblaje debido a interaccion y oligomerizacion
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de las proteinas, para formar un liquido denso metaes-
table (Markov, 2016; Nanev, 2014, 2018). Como con-
secuencia, el proceso de nucleacion no es totalmente
estocastico (Bonn & Shahidzadeh, 2016).

En la Figura 12 se muestra un esquema del cre-
cimiento de una capa cristalina, luego de que se ha
formado un nucleo. La primera forma de crecer es de
manera tangencial, en donde se agrega la proteina a
una capa existente. La segunda es la creacion de nue-
vos vertices, o crecimiento normal. El crecimiento
tangencial es un proceso sencillo, ya que es un proceso
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Figura 10

Secciones de un diagrama de solubilidad y la trayectoria de distintas técnicas de cristalizacion

[Proteina]

Insaturacion

Sobresaturacion

Zona de precipitacian

Zanade
Nucleacion

- Difusidn
de vapor

Zona
Metaestable

>

[Variable de cristalizacion]

Nota. Trayectoria en el diagrama de solubilidad de las técnicas clasicas de cristalizacion de proteinas. Se busca llegar
a una sobresaturacion en la zona de nucleacion y pasar rapidamente a la zona metaestable.

cooperativo favorecido por la entalpia que supone una
adhesion directa al vértice existente, mientras que el
crecimiento normal depende de que una capa se en-
cuentre completamente ocupada; basicamente es un
evento local de nucleacion que conlleva a una mayor
cantidad de imperfecciones e impurezas en el cristal.
La mayoria de las proteinas (e incluso virus) generan
nuevas capas a través de un proceso de crecimiento
bidimensional en una superficie existente. Guiadas por
un sistema ordenado basal, las moléculas del cristal en
crecimiento se ordenan en arreglos cristalinos consis-
tentes con la cara en crecimiento, denominado homoe-
pitaxia. Un posterior crecimiento del mismo plano se
da por un crecimiento tangencial en los espacios vacios
(McPherson & Kuznetsov, 2014).

Unicamente cuando se trata de un cristal de una
biomarcomolécula, existe la posibilidad de un creci-
miento tridimensional, que es similar al habito crista-
lino macroscopico. Cada bloque proporciona vértices
para el crecimiento tangencial de la capa. El origen
de este mecanismo es intrigante. Sin embargo, se ha
encontrado evidencia de que se debe al mecanismo no
clasico de nucleacion, donde se forma una gota auto -
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ensamblada, con caracteristicas distintas a la solucion,
pero sin ser solido. En este caso dicha gota, que aun
posee caracteristicas desestructuradas, pero se encuen-
tran hiper - saturadas, al sedimentar en la superficie
de un cristal en crecimiento, funciona como sustrato
epitaxial (Bonn & Shahidzadeh, 2016; McPherson &
Kuznetsov, 2014).

En un cristal en equilibrio con una solucion de
proteina, se forma una capa interfacial, en la cual esta
cambia de la concentracion en la solucion, a la con-
centracion del solido (o volumen molar). La fuerza
motriz de la formacion del cristal es la posibilidad de
las moléculas en la solucion de formar asociaciones
con las moléculas que se encuentran en la superficie
del cristal, compensando las secciones libres. A la
diferencia de energia se le denomina energia interfa-
cial, y es el parametro termodinamico mas importante
para caracterizar la cinética del cristal en crecimiento
(Haas & Drenth, 2000). Los valores medidos de las
soluciones de cristales de proteina son varios 6rdenes
de magnitud menores que las presentes en soluciones
de moléculas pequeiias, evidenciando que la diferencia
de energia entre la solucion y el cristal es pequeiia.
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Figura 11

Energética de Nucleacion

AG *

Nota. Compensacion de la energia interfacial (trayectoria hacia arriba) por la energia internuclear (trayectoria hacia
abajo).

Figura 12

Vias de crecimiento cristalino

Crecimiento
Tangencial

Crecimiento
Normal

Nota. Crecimientos clasicos de un cristal de proteina, en el mismo plano (crecimiento tangencial) y perpendicular al
plano (crecimiento normal), imagen de ICRL de “Insights into interfacial activation from an open structure of Candi-
da rugosa lipase” por P. Grochulski y M. Cygler, 1993, Journal of Biological Chemistry, 268, pp. 12843-12847 creado
con Coot de “Coot: model-building tools for molecular graphics” por P. Emsley, y K. Cowtan, 2004, Acta Crystallo-
graphic. D 60 pp. 2126-2132 creado con Chimera de “UCSF Chimera--a visualization system for exploratory research
and analysis” por E. F. Pettersen, T. D. Goddard, C. C. Huang, G. S. Couch, D. M. Greenblatt, E. C. Meng, y T. E.
Ferrin, 2004, Journal of Computational Chemistry, 25, pp. 1605-1612.
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Esto puede deberse a que la hidratacion de la macromolé-
cula no varia apreciablemente en el cristal (McPherson &
Kuznetsov, 2014). La formacion de una zona de de-
plecién continua en un sistema totalmente difusivo
minimiza y estabiliza la sobresaturacion de la inter-
faz entre el cristal y la solucion, haciendo constante el
flujo de masa e impulsando el crecimiento cristalino,
lo cual favorece el arreglo cinético de las moléculas en
la superficie del cristal. Por lo tanto, las condiciones de
transporte difusivo de masa son claves en la obtencion
de cristales de muy alta calidad (Gavira et al., 2020).

Métodos de Crecimiento de Cristales

En vista de todas las variables para obtener un
cristal adecuado para realizar experimentos de Biologia
Estructural, existen diferentes técnicas para satisfacer
los criterios termodinamicos, cinéticos y difusivos. A
continuacion, se presentaran algunos.

Difusion en fase vapor

Las técnicas de difusion en fase vapor, en las
modalidades de gota colgante y gota sedente, son las
técnicas mas utilizadas y exitosas para obtener cristales
de proteina. En la Figura 13 se presenta un esquema
de las estrategias basicas de las técnicas de difusion en
fase vapor. Esta técnica consiste en el cambio de fase
del solvente acuoso, debido a la diferencia de actividad
entre las dos soluciones del experimento. La solucion
que contiene la proteina se encuentra en la gota que esta
separada del reservorio, con la solucion amortiguado-
ray el agente precipitante a concentraciones menores

Figura 13

Técnicas de difusion de vapor

A B

que el reservorio (asi como cualquier otro aditivo ne-
cesario) (Curcio et al., 2008; Gavira et al., 2020). La
solucion del reservorio es similar en las especies a la
de la gota, pero se encuentra en concentraciones mas
altas, y no esta presente la proteina. Ello genera un
gradiente de potencial quimico, que ocasiona que el
vapor de agua de la solucion diluida migre a la solucion
concentrada (Rhodes, 2010).

Al inicio, la solucién en la gota debe encontrarse
en una concentracién menor a la de saturacion (Ver
Figura 10, trayectoria punteada). Dado que la solucion
del reservorio tiene una concentracién mayor, tanto
de la proteina como del agente precipitante, el esta-
do termodinamico en donde alcanza el equilibrio se
encuentra en la seccion de nucleacion. Al disminuir
la concentracion de proteina, por la formacion de los
nucleos, se alcanza la region metaestable, y el cristal
puede crecer. Esta técnica es muy utilizada cuando no
se conocen las condiciones exactas de cristalizacion,
por lo que es necesario hacer un barrido de las concen-
traciones de proteina y agente precipitante.

Batch

En el caso de la técnica de Batch, se conoce di-
rectamente las concentraciones dptimas de nucleacion
y crecimiento cristalino de las soluciones de cristali-
zacion. Esto es equivalente a colocar el experimento
en la seccidn de nucleacion. El disefio del experimento
es simplemente colocar una mezcla de la proteina en
el amortiguador adecuado, a las concentraciones de
precipitantes y aditivos. Por lo tanto, debe conocerse
exactamente la condicion adecuada (Ver Figura 10,
trayectoria con guiones).

Nota. La difusion de vapor (trayectoria indicada por la flecha) en las técnicas de cristalizacién permite que la concen-
tracion de proteina y agente precipitante disminuya lentamente.
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Aplicacion de estructuras biologicas
en el disefio de farmacos

A partir de 1980 se inici6 un nuevo enfoque en el
disefio de farmacos las cuales debian de crearse espe-
cificamente para atacar sitios objetivo en las biomar-
comoléculas (como proteinas). Dicho proceso consiste
en cuatro pasos: identificacion del sitio objetivo y vali-
dacion, evaluacion del sitio objetivo, identificacion de
aciertos, y optimizacion de aciertos para candidatos y
su respectiva optimizacion consecuente (Renaud, 2020).
La identificacion del sitio objetivo y validacion parten
de la estructura cristalina para llevar a cabo procesos
como tamizajes fenotipicos o tamizajes por métodos
basados en técnicas computacionales basado en la es-
tructura (Renaud, 2020). En la evaluacion del sitio ac-
tivo se pueden utilizar métodos computacionales para
identificar los mejores ligandos para un sitio objetivo
(Frye et al., 2021). La identificacion del acierto se torna
mas sencilla cuando se conoce la estructura bioldgica
ya que con facilidad se puede identificar si existira una
mayor interaccion con las nubes electronicas del ligan-
do (Subramaniam & Kleywegt, 2022). Los avances en
este campo han alcanzado nuevos tratamientos como la
degradacion de proteinas objetivo (TPD por sus siglas
en inglés) cuyo potencial reside en atacar proteinas que
no se pueden atacar con moléculas pequefias convencio-
nales (e.g. cancer) (Békés et al., 2022).

Durante el 2020 se desatd la pandemia del coro-
navirus SARS-CoV2 (o comiinmente conocida como
la enfermedad por coronavirus 19, COVID-19) y la
busqueda organizada sin precedentes de una cura que
fuese capaz de contener la pandemia (Scudellari, 2020).
Se inici6 la busqueda de drogas por medio del enfoque
SBDD (disefio de drogas basados en su estructura, por
sus siglas en inglés), por lo que la cristalografia de rayos
X fue indispensable para determinar la estructura de
alguna proteina que, al ser inhibida, detendria el ciclo
de replicacion del virus. En efecto, se determind que
la estructura biologica de la proteasa MP™ (o 3CL) es
similar a una hallada en el SARS-CoV, la cual presenta
una actividad proteolitica esencial para la replicacion
del virus (Gao et al., 2021). Esta proteina presenta un
sitio objetivo de interés para el disefio de drogas. Debido
a que gran parte de la informacion que se ha obtenido
del SARS-CoV2 es de acceso libre (Scudellari, 2020)
algunos autores han usado a su favor esta ventaja para
disefiar drogas que sean capaces de inhibir al virus. Un
muy buen ejemplo se presenta en Zhang y colaboradores
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(2020) quienes disefiaron y sintetizaron la droga UCI-1
propuesta por Kreutzer y colaboradores (2020) a partir
de conocimientos empiricos de bioquimica y el PDB
(5B60) de la protesa MP™. Llevaron a cabo un analisis
computacional de acoplamientos (docking en inglés)
para calificar el poder inhibitorio de su estructura. El
ejemplo es excepcional ya que tiene por objetivo incen-
tivar a otros investigadores a buscar nuevas drogas utili-
zando la metodologia propuesta. Actualmente, siguiendo
el mismo proceso, se han hallado drogas capaces de
inhibir la misma proteasa MP™ en cepas distintas del
SARS-CoV2 como la 6micron (Quan et al., 2022).

Conclusion

La cristalografia de proteinas es el estandar de
oro para obtener informacion acerca de la estructura
tridimensional de una proteina.

Aunque la obtencion de un monocristal adecua-
do es un cuello de botella, el uso de las herramientas
de la Biologia Estructural permite un acercamiento
sistematico.

La aplicacion de la obtencion de la estructura
tridimensional de una proteina es un primer paso im-
prescindible en el disefio de farmacos.
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Abstract

here are few scientific studies that explore the use of medicinal plants for snakebite envenoming in Central America,

although plant-based therapies have been traditionally used in the region. This work reviews the studies conducted in
Central America to assess the ability of extracts obtained from plants of local ethnomedical use to inhibit toxic activities of
the venom of Bothrops asper, the snake responsible for approximately half of the snakebite envenomings in these countries.
The search prioritized the description of the plants used in Guatemala, since most of the studies described in this work were
conducted in that country, although references to other countries are included. Information concerning secondary metabolites
and other pharmacological activities of these plant species, relevant to the treatment of snakebites, was also described. The
literature search was conducted in the Google Scholar, PubMed and Scopus databases and completed with locally available
literature. It was found that extracts of 12 plant species inhibited the hemorrhagic effect of the venom and three neutralized
the edema-forming activity, while inhibition of proteolytic and phospholipase A, (PLA ) activities was achieved by three and
one plant species, respectively. Only Brownea rosa-de-monte was able to effectively counteract the in vitro coagulant effect
of the venom. Some plant extracts screened in Guatemala demonstrated procoagulant or anti-thrombin intrinsic effects that
might aggravate the coagulopathy induced by the venom. These findings underscore the need of carrying out scientific studies
aimed to validate the inhibitory potential of Central American plant extracts and their metabolites against B. asper venom.

Keywords: Snakebite envenoming, traditional medicine, antiophidic plants, antidotes, ethnopharmacology

Resumen

ocos estudios cientificos han explorado el uso de plantas medicinales para el tratamiento del envenenamiento ofidico en

Centroamérica, a pesar de que las terapias basadas en plantas son de uso tradicional en la region. Este trabajo recopil6d
informacion sobre los estudios realizados en Centroamérica para evaluar la capacidad de extractos de plantas de uso etno-
médico para inhibir las actividades toxicas del veneno de Bothrops asper, la serpiente responsable de aproximadamente la
mitad de los envenenamientos ofidicos en Centroamérica. La busqueda prioriz6 la descripcion de plantas utilizadas en Gua-
temala, ya que la mayoria de los estudios aqui descritos fueron realizados en ese pais. También se incluy6 la descripcion de
los metabolitos secundarios y otras actividades farmacoldgicas de las especies evaluadas, que podrian explicar su uso como
antiofidicos. La busqueda de literatura se realizé en las bases de datos de Google Scholar, PubMed, Scopus, y se completd
con literatura disponible localmente. Se determind que 12 extractos de plantas inhibieron el efecto hemorragico del veneno
y tres el efecto edematigeno; la actividad proteolitica fue inhibida por extractos de tres especies y la fosfolipasa A, (PLA.)
por una especie. Solamente Brownea rosa-de-monte demostré inhibir efectivamente el efecto coagulante del veneno in vitro.
Algunos extractos de las plantas tamizadas en Guatemala demostraron efectos procoagulantes o anti-trombina intrinsecos, que
podrian agravar las alteraciones inducidas por el veneno en la coagulacion. Estos hallazgos enfatizan la necesidad de validar
el potencial de extractos de plantas centroamericanas y sus metabolitos secundarios para neutralizar el veneno de B. asper.

Palabras clave: Envenenamiento por mordedura de serpiente, medicina tradicional, plantas antiofidicas, antidotos, etnofarmacologia
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Neutralization of B. asper venom by plants from Central America

Introduction

Snakebite envenoming affects as many as 2.7
million people every year in the world, with 81,000
to 138,000 fatalities and 400,000 surviving victims
suffering permanent physical and psychological dis-
abilities (Gutiérrez et al., 2017; Kasturiratne et al.,
2008). Snakebite envenoming constitutes a serious
public health problem in Latin America that primarily
affects residents of rural communities, who often have
limited access to medical care. It has been estimated
that around 5,500 snakebite cases annually reach health
centers in Central America, however, the actual num-
ber of snakebite victims is likely to be higher, since
an unknown number of snake-bitten people are not
treated at health facilities, remaining unregistered in
the epidemiological data (Giovannini & Howes, 2017;
Gutiérrez, 2014).

The most serious cases of snakebite envenom-
ing in Central America are inflicted by species of the
family Viperidae, being Bothrops asper the species
causing the highest number of accidents (Gutiérrez,
2021). This species, locally known as barba amarilla,
terciopelo or equis, is distributed from the south of
Mexico to the north of Colombia, thus inhabiting all
Central American countries, with the exception of El
Salvador (Campbell & Lamar, 1989; Solorzano, 2004).

The main therapeutic strategy to treat B. asper
envenomings relies on the neutralization of the ven-
om toxic components by the parenteral administration
of antivenoms, which are antibody preparations ob-
tained from the plasma of horses (Gutiérrez et al., 2017;
Rojas et al., 1994; Sanchez et al., 2003). It is known
that the systemic toxic actions of B. asper venom are
effectively neutralized by antibody-mediated inhibi-
tion of the most relevant venom components; howev-
er, antivenom therapy is less effective to prevent ven-
om-induced local effects (Gutiérrez et al., 1998, 2007;
Lomonte et al., 2009). This can be explained by the
fact that locally-acting toxins from the venom exert
deleterious effects immediately after injection, causing
significant damage before people reach hospitals and
receive antivenom (Lomonte et al., 1994; Rucavado
& Lomonte, 1996). The local pathological damage is
associated with permanent tissue loss, impaired skele-
tal muscle regeneration, functional disabilities and, in
severe cases, amputation (Gutiérrez et al., 2018; Jorge
etal., 1999;).

Most of the snakebites in Central American
countries occur in remote locations far from hospitals,
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where the access to antivenom therapy and medical
care is difficult to reach on time to prevent local tissue
damage and to treat the systemic effects of envenom-
ing (Coe & Anderson, 2005; Guerra-Centeno, 2016;
Gutiérrez, 2021). Therefore, for many of these snake-
bite victims the possibility of using treatments applied
in the field, rapidly after the bite, may represent a ther-
apeutic alternative. In this regard, the administration
of plant extracts is a traditional resource to treat en-
venomings in several regions of the world (Giovannini
& Howes, 2017; Saravia et al., 2001), but the efficacy
of such interventions should be rigorously assessed.

In a recent review published by Giovannini and
Howes (2017), the traditional use of at least 208 plant
species to treat snakebite in Central America was re-
ported. The genera most frequently mentioned were
Piper, Aristolochia, Hamelia, Ipomoea, Passiflora and
Peperomia. It was also highlighted that the available
scientific evidence to support the efficacy and safety
is scarce and that more studies are needed to further
evaluate the scientific bases for their use. Therefore, it
is necessary to explore the efficacy of extracts derived
from plants to inhibit venom activities, on the basis of
sound scientific experimental methodologies.

This work aims to review the published scientific
studies conducted in Central America to assess the
ability of plant extracts to inhibit toxic and enzymatic
activities of the venom of B. asper and the identifica-
tion of secondary metabolites that might be responsible
for the inhibition of the main toxins of the venom. A
particular emphasis has been placed on the descrip-
tion of the plants used in Guatemala, since most of
the studies described in this work were conducted in
that country. Other pharmacological activities of these
plant species, relevant to the treatment of snakebites,
were also reviewed.

To establish a background reference of studies
reporting neutralization of toxic activities of B. asper
venom by plants collected in Central America, a liter-
ature review was conducted in the main available web
search engines (Google Scholar, Scopus, and PubMed)
for works published in Spanish and English, using as
keywords “antiophidic plants” or “medicinal plants”,

“Central America”, “name of the country” + “B.
EE AN T3

CLINNT3

asper”, “scientific name” + “B. asper venom”, “toxic
activities” “antidotes”, “snakebite envenomation” or

EEINT3 CEINT3

“snakebite treatment”, “proteolytic activity”, “phos-
pholipase A, activity”, “hemorrhage”, “coagulant
activity” or “anticoagulant activity”, “secondary me-

ELINT3

tabolites”, “neutralization” or “inhibition”. Regarding
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the plants traditionally used in Guatemala for treating
snakebites, the search detected only two relevant ref-
erences, particularly the PhD thesis by Hitziger (2016)
and the review by Giovannini & Howes (2017). With
this information, a data base was built and completed
with data collected during the ethnobotanical study
conducted in Guatemala by Saravia et al., (2001) and
Hay (2002), and other unpublished locally available
literature from previous research; the local names were
included according to Flora of Guatemala (Standley
& Steyermark, 1946-1976); and the botanical names
updated in Tropicos.org and www.theplantlist.org.

Content

Envenomings caused by the snake
Bothrops asper in Central America

Envenomings caused by B. asper are charac-
terized by a prominent and complex series of local
pathological alterations, which appear rapidly after
the bite at the site where the venom is injected. Such
effects include edema, pain, hemorrhage, myonecrosis,
blistering and dermal necrosis (Gutiérrez, Rucavado
et al., 2009). Moderate and severe envenomings are
associated with systemic alterations, such as systemic
bleeding, coagulopathy, hypovolemia, hemodynamic
instability, and acute kidney injury; highly severe cases
may result in fatality (Gutiérrez, Escalante et al., 2009).
Haemostatic alterations, leading to thrombocytopenia,
defibrin(ogen)ation and disseminated intravascular co-
agulation, are frequently observed (Rucavado et al.,
2005).

The major components of the venom responsible
for inducing this complex clinical picture are snake
venom metalloproteinases (SVMPs), phospholipases
A, (PLA,) and serine proteinases (SVSMs) (Angulo
& Lomonte, 2009; Gutiérrez, 2002). Local effects of
envenoming are caused to a great extent by the com-
bined actions of SVMPs and myotoxic PLA s (Gutiér-
rez, Rucavado et al., 2009).

One of the most serious effects induced by the
proteolytic activity of SVMPs is hemorrhage, but
these enzymes also promote other pathophysiological
alterations, such as myonecrosis, blistering, edema,
coagulopathy, defibrin(ogen)ation, effects on platelets
as well as a proinflammatory activity (Gutiérrez et al.,
2010). The action of myotoxic PLA,S induces exten-
sive damage to the integrity of the skeletal muscle cell
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membrane, resulting in irreversible cell injury, and it
also affects lymphatic vessels and contributes to lo-
cal inflammation and pain. In addition, the prominent
vascular alterations leading to hemorrhage and edema
may contribute to ischemia, causing further tissue ne-
crosis (Gutiérrez, Rucavado et al., 2009). PLA_S also
induce additional effects such as inhibition of platelet
aggregation, anticoagulation, and cytotoxicity (Angulo
& Lomonte, 2009; Diaz et al., 1991; Kini, 2003; Six
& Dennis, 2000).

Systemic hemorrhage is primarily caused by
the action of P-III SVMPs and is potentiated by the
defibrin(ogen)ation induced by the action of SVSPs
and C-type lectin-like protein of the venom. Lethality
induced by B. asper envenoming is the consequence
of several combined effects among which the action of
P-IIT SVMPs is especially relevant (Chacon et al., 2015;
Gutiérrez, Escalante et al., 2009). Therefore, inhibition
of these enzymes by antibodies, natural products or
synthetic drugs would considerably diminish the lo-
cal tissue damage, counteract the systemic effects and
prevent development of permanent sequelae in snake
bitten people (Carvalho et al., 2013; Félix-Silva et al.,
2017; Lomonte et al., 2009; Santhosh et al., 2013).

In 2019 the World Health Organization (WHO)
launched a strategy aimed to reduce by half the number
of deaths and disabilities caused by snakebite enven-
omings by the year 2030. Even though the animal-de-
rived antivenoms are the mainstay therapeutic for
treating the envenoming, the initiative is promoting the
search of complementary therapies that could be ad-
ministered in the field rapidly after the snakebite, such
as natural and synthetic toxin inhibitors (Gutiérrez et
al., 2021). In this context, it is relevant to evaluate plant
extracts traditionally used in the treatment of snakebite
envenomings in different geographical settings, using
validated preclinical tests.

Plants with inhibitory activities against
B. asper venom toxic effects and their
active compounds

In a recent review published by Giovannini and
Howes (2017), the traditional use of at least 208 plant
species to treat snakebite in Central America was re-
ported. Therefore, the subject will not be covered in
detail here, except for the plant species used in Guate-
mala. The search conducted in the consulted sources
detected the traditional use of 56 plant species in this
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country. Information concerning the traditional form
of use, preparation, and route of administration of the
plants is shown in Table 1.

There are few published studies conducted in
Central America to scientifically validate the therapeu-
tic value of medicinal plants used to inhibit the toxic
effects induced by B. asper venom. The neutralizing
activities of plant extracts were evaluated, in almost
all cases, through preincubation-type assays, i.e., in-
cubating venom and plant extract prior to injection in

Table 1

Plants traditionally used to treat snakebites in Guatemala

experimental animals or to in vitro testing. Inhibition
of toxic effects of the venom were evaluated according
to the corresponding experimental settings, depending
on the effect being evaluated. Detailed description of
the methodologies used to determine the neutralizing
activities of the extracts is beyond the scope of this
review but interested readers can consult the WHO
Guidelines for Production, Control and Regulation of
Snake Antivenom Immunoglobulins (2017) and the
primary sources cited in this work.

Scientific name Common name Part Mode of Mode of use References
used! preparation
Acanthaceae
Aphelandra scabra (Vahl) Flor de San Julian NR? NR Giovannini &
Sm. Howes, 2017,
Hitziger, 2016
Aphelandra heydeana Flor de San Julian NR NR Giovannini &
Donn.- Sm. Howes, 2017;
Hitziger, 2016
Altroemeriaceae
Bomarea edulis (Tussac) Granadillo de NR NR Giovannini &
Herb. monte Howes, 2017;
Hitziger, 2016
Amaryllidaceae
Allium sativum L. Ajo NR NR Giovannini &
Howes, 2017,
Hitziger, 2016
Apiaceae
Eryngium foetidum L. Samat, culantro L Crushed, Topic (poul- Hay, 2002;
poultice tice) Saravia et al.,
2001
Apocynaceae Giovannini &
Howes, 2017,
Hitziger, 2016
Tonduzia stenophylla Chilindrillo NR NR Giovannini &
(Donn. Sm.) Pittier Howes, 2017;
Hitziger, 2016
Aristolochiaceae
Aristolochia pilosa Kunth Guapillo L,Ro, Crushed, Oral, topic Giovannini &
Aristolochia anguicida Guaco S infusion (poultice) Howes, 2017
Jacq, NR NR Hay, 2002
Mejia, 1927
Saravia et al.,
2001
Aristolochia maxima L. Guaco WP Decoction Topic (apply Aguilar-Giroén,

on snakebite) 1966
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Table 1 (continuation)

Scientific name Common name Part Mode of Mode of use References
used' preparation
Asclepiadaceae
Asclepias curassavicva L. Viborana La Fresh latex Topic (apply Mejia, 1927,
on snakebite) Standley & Wi-
lliams, 1975
Asparagaceae
Sansevieria hyacinthoides Oreja de burro L NR Oral, topic Kufer et al.,
(L.) Druce 2005; Giovan-
nini & Howes,
2017
Sansevieria guineensis (L.)  Curarina WP, L  Fresh parts Topic (poul- Instituto Indige-
Willd. applied as tice), oral nista Nacional,
poultice, leaves 1978; Nicolas,
as horchata for 1999
drinking
Sansevieria trifasciata Curarina, lengua L Decoction Oral, topic Ardon Man-
Prain de suegra, oreja de for drinking (poultice) chamé, 2008;
burro rabo de tigre Crushed fresh Chewed Giovannini &
. ewed (poul-
leaves applied tice) Howes, 2017;
as poultice Hay, 2002
Asteraceae
Neurolaena lobata (L.) Tres puntas, mano L Infusion, Oral, topic Hay, 2002;
Cass. de lagarto decoction (poultice) Saravia et al.,
Chewed with 2001
tobacco leaves
Caricaceae
Carica papaya L. Papaya Fr Fresh fruit Topic (place Comerford,
fruit flesh on 1996; Giovan-
snakebite to nini & Howes,
stop poison 2017
spread)
Commelinaceae
Gibasis geniculata (Jacq.) NR NR Giovannini &
Rohweder Howes, 2017;
Hitziger, 2016
Tripogandra grandiflora Hoja de fluxion NR NR
(Donn. Sm.) Woodson
Convolvulaceae
Ipomoea purpurea (L)) Roth Qu'iebra-cajete, NR NR Giovannini &
quilamul Howes, 2017;
Hitziger, 2016
Euphorbiaceae
Acalypha arvensis Poepp. Hierba del cancer Ro Crushed, infu-  Oral (drink), Saravia et al.,
Acalvpha al i Hierba del cancer L sion Topic (patch) 2001;
calypha alopecuroides . . . ..
Jacq. Infusion Oral (drink) Giovannini &
Howes, 2017;
Mejia, 1927
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Table 1 (continuation)

Scientific name Common name Part Mode of Mode of use References
used' preparation
Fabaceae
Acacia arborea (L.) Willd. Plumillo, quebraga- NR NR Giovannini &
cho Howes, 2017;
Hitziger, 2016
Acacia cornigera (L.) Willd.  Subin R, S Chewed, de- Oral, Poultice,  Giovannini &
coction Bath Howes, 2017;
Hay, 2002
Acacia hindsii Benth. Ixcanal B NR Oral Aguilar-Girdn,
1966; Saravia
etal., 2015
Acacia spadicigera Subin, espino NR NR Mejia, 1927
Schitldl. & Cham. blanco
Diphysa robinioides Benth.  Guachipilin B,L NR NR Mejia, 1927
Erythrina berteroana Urb. Pito B Infusion Oral Giovannini &
Howes, 2017;
Giron et al.,
1991; Hitziger,
2016
Gesneriaceae
Besleria laxiflora Benth. NR NR Giovannini &
Howes, 2017,
Hitziger, 2016
Heliotropiaceae
Heliotropium indicum L. Hierba de alacran WP NR NR Mejia, 1927
Malvaceae
Triumffeta lapula Mozote de caballo R NR NR Mejia, 1927
Phaseolus coccineus L. Tzote, verde de L, Fl Decoction Topic (cata- Barreno-Ortiz,
maca plasm) 2012; Giovan-
nini & Howes,
2017.
Menispermaceae
Cissampelos pareira L. Alcotan, tamagas, L,R Decoction Oral (drink), Ayala, 1999;
curarina de monte Topic (poul- Giovannini &
tice) Howes, 2017;
Mejia, 1927;
Sandoval &
Hay, 2002;
Moraceae
Dorstenia contrajerva L. Contrayerba, oreja L,R Decoction Topic (Bath) Giovannini &

de conejo, contrahi-

erba

Howes, 2017,
Hitziger, 2016;
Mejia, 1927;
Saravia et al.,
2001
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Table 1 (continuation)

Scientific name Common name Part Mode of Mode of use References
used' preparation
Nephrolepidaceae
Nephrolepis cordifolia (L.) Cola de quetzal NR NR Giovannini &
C. Presl Howes, 2017,
Hitziger, 2016
Orchidaceae
Oeceoclades maculata Orquidea monje NR NR Giovannini &
(Lindl.) Lindl. Howes, 2017;
Hitziger, 2016
Papaveraceae
Argemone mexicana L. Chicalote NR NR Mejia, 1927
Petiveriaceae

Rivina humilis L. Coxubcan, chilede  NR NR Giovannini &

raton Howes, 2017,
Hitziger, 2016

Piperaceae
Peperomia macrostachya NR NR Giovannini &
(Vahl) 4. Dietr. Howes, 2017,
Hitziger, 2016

Peperomia quadrifolia (L.) Retoflo, colchonde  NR NR Giovannini &

Kunth pefia Howes, 2017

Piper amalago L. Cordoncillo L,R Crushed fresh Oral (drink Comerford,

leaves, juice of 1996; Giovan-
Boil root with leaves); Topic nini & Howes,
other roots (bath with 2017

boiled root)

Piper curvatipes Trel. Cordoncillo, hoja L Decoction Topic (bath) Giovannini &
de piedra, pie de Howes, 2017;
negro Hay, 2002; Sara-

via et al., 2001
Piper peltatum L. Cordoncillo, Santa L Decoction Topic (bath) Giovannini &
Maria Howes, 2017;
Hay, 2002; Sara-
via et al., 2001
Piper sempervirens (Trel.) Cordoncillo hembra R Boil root with Oral, topic Comerford,
Lundell roots and Bathe wound 1996; Giovan-
leaves of other  and drink nini & Howes,
species 2017

Piper xanthostachyum C. DC ~ Cordoncillo L Decoction Bath Hay, 2002

Piper yucatanense C. DC. Cordoncillo L Decoction Bath Hay, 2002
pequefio

Plantaginaceae
Scoparia dulcis L. Escobeta NR NR Giovannini &
Howes, 2017,
Hitziger, 2016
Scientific name Common name Part Mode of Mode of use References
used! preparation
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Table 1 (continuation)

Polypodiaceae

Calahuala Rh
Calahuala

Phlebodium pseudoaureum
(Cav.) Lellinger
Polypodium percussum Cav.

Pteridaceae

Antrophyum cajenense NR
(Desv.) Spreng.

Vittaria lineata (L.) Sm. NR

Rubiaceae

Coralillo, chichipin L
Cafecillo, hierbade L

Hamelia patens Jacq.

Psychotria pl d
sychotria pleuropoda chinche
Donn. Sm.
Rutaceae
Citrus aurantifolia Limoén Fr, L,

(Chirstm.) Swingle Ro

Citrus limon (L.) Osbeck Limoén Fr

Sapindaceae

Matayba oppositifolia
(A. Rich.) Britton

Zacuayum B

Selaginellaceae

Selaginella pallescens Doradilla NR

(C. Presl) Spring

Solanaceae

Nicotiana tabacum L. Tabaco Leaf

Decoction

Decoction
Decoction

NR

NR

Boil bark in
water with
roots of other
species

Crushed,
chewed

Oral

NR

NR

Topic (bath)
Topic (bath)

Oral

NR

Topic (bath
for poison-
ous bites and
stings)

NR

Topic (patch)

Giovannini &
Howes, 2017
Girdn et al.,
1991

Giovannini &
Howes, 2017;
Hitziger, 2016
Giovannini &
Howes, 2017,
Hitziger, 2016

Hay, 2002;
Giovannini &
Howes, 2017,
Saravia et al.,
2001

Giovannini &
Howes, 2017
Kufer et al.,
2005; Giovan-
nini & Howes,
2017

Comerford,
1996; Giovan-
nini & Howes,
2017.

Giovannini &
Howes, 2017

Giovannini &
Howes, 2017;
Kufer et al.,

2005; Saravia et
al., 2001

Note. 'Plant part: B (bark); F1 (flower); Fr (fruits); L (leaf); La (latex); Rh (rhizome); Ro (root); S (stem); WP (whole

plant). 2NR, not reported for Guatemala in the original sources.
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Phytochemical analysis of the plant extracts
with inhibitory activities were conducted in some of
the studies reviewed in this work, aimed at the iden-
tification of secondary metabolites responsible for
the inhibition of snake venoms and toxins. Among
the secondary metabolites with described antivenom
properties in the literature are flavonoids, coumestans,
alkaloids, steroids, terpenoids, tannins and other phe-
nolic compounds. A detailed description of this topic
has been dealt in several reviews (Carvalho et al., 2013;
Félix-Silva, et al., 2017; Mors et al., 2000; Santosh et
al., 2013; Soares et al., 2005) and will not be considered
further here.

In Costa Rica, Castro et al. (1999) showed that 10
plant species (Bursera simaruba (L.), Clusia torresii
Standl., Clusia palmana Standl., Croton draco Schltdl.
& Cham., Persea americana Mill., Phoebe brenesii
Standl, Pimenta dioica (L.) Merr., Sapindus saponaria
L., Smilax domingensis Willd., and Virola koschnyi
Warb.) effectively inhibited the hemorrhagic effect of
B. asper venom in a mouse model. The secondary me-
tabolites identified in these extracts were catequines,
flavones, anthocyanines and condensed tannins, whose
antihemorrhagic effect may be explained by their abili-
ty to chelate the zinc required by the SVMPs. Although
this publication does not provide a source for the re-
ported use of these plants in snakebite envenoming,
the selection of the plants included in that publication
was based on ethnobotanical information available in
Costa Rica (J. M. Gutiérrez, personal communication,
August 20, 2021).

Other studies carried out in Costa Rica also iden-
tified antihemorrhagic activity in an extract of Cis-
sampelos pareira L. (Badilla et al., 2008). Extracts of
Uncaria tormentosa (Willd.) DC., Chaptalia nutans
L. Pol. and Loasa speciosa Donn. Sm. significantly
reduced venom-induced edema in mice when the ex-
tracts were injected intraperitoneally one hour before
the subcutaneous injection of venom in the hind paw
(Badilla et al., 2006). The study published by Nufiez
et al. (2005) reported the isolation of the active princi-
ple 4-nerolidylcatechol in two plants used in snakebite
envenomings, Piper umbellatum L. and P. peltatum
Ruiz & Pav. It was shown that 4-nerolidylcatechol sig-
nificantly reduced the myotoxic and edema-inducing
effects of a myotoxic PLA, of B. asper venom in mice
in preincubation assays, but it was ineffective when
administered in situ after toxin injection.

In Panama, the evaluation of ethanolic extract
of Brownea rosa-de-monte P. J. Bergius demonstrated
significant inhibition of the coagulant and hemorrhagic
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effects of B. asper venom (Salazar et al., 2014). This
study also reported the isolation and structural charac-
terization of quercetrin, one of the active constituents
of the extract with anticoagulant activity.

In Guatemala, ethanolic and aqueous extracts
obtained from two plants traditionally used to treat
snakebite envenoming in the north of this country (D.
contrajerva and Neurolaena lobata (L.) Cass.) (includ-
ed in Table 1), and one plant used to treat cutaneous
leishmaniasis (Eupatorium odoratum L.) in the same
region of Guatemala (Hay, 2002; Saravia et al., 2001),
were analyzed for their ability to neutralize the lethal,
hemorrhagic, PLA, and coagulant activities of B.
asper venom (Table 2). Of these, only hemorrhage was
minimally inhibited by extracts of D. contrajerva and
N. lobata.

More recent studies conducted with Guatema-
lan plant specimens (Saravia-Otten et al., 2015, 2017)
evaluated the ability of ethanolic extracts of nine plants
(Acasia hindsii Benth., Aristolochia maxima Jacq., B.
simaruba, C. pareira, Eryngium foetidum L., Hamelia
patens Jacq., P. dioica, P. peltatum and Sansevieria
hyacinthoides (L.) Druce) to inhibit the coagulant,
PLA, and proteolytic activities of the venom (Table
2). Six of these plants are used to treat snakebite in
the north of Guatemala (4. maxima [Aristolochia sp.],
C. pareira, E. foetidum, H. patens, P. peltatum and S.
hyacinthoides) (Aguilar-Giron, 1966; Hay, 2002;
Saravia et al., 2001), while the traditional use of P.
dioica was reported in Costa Rica (Castro et al., 1999).
The use of B. simaruba for this purpose has been re-
ported in Costa Rica and Nicaragua (Castro et al.,
1999; Coe & Anderson, 2005). 4. hindsii is used to
treat snakebite envenomings in different regions of the
world (Mors et al., 2000) and as an antidote against
poisonous bites and stings in Guatemala and Mexico
(Aguilar-Girén, 1966; Morton, 1981). Results of in vi-
tro experiments showed that E. foetidum and P. dioica
extracts effectively inhibited the proteolytic effect of
the venom, but none of the plants tested inhibited the
PLA, or coagulant effects (Saravia-Otten et al., 2015,
2017). Phytochemical analysis of these extracts iden-
tified secondary metabolites (flavones, anthocyanines,
catequines and tannins) whose anti-proteolytic activ-
ities have been previously reported. Interestingly, the
bark of B. simaruba collected in Guatemala showed
significant intrinsic proteolytic and PLA, activities
(Saravia-Otten et al., 2017), a finding that may com-
plicate its possible use in snakebites (Table 2).

Further evaluation of the ethanolic extract
obtained from the leaves of N. lobata demonstrated
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Table 2

Plants screened in Guatemala for their ability to inhibit toxic effects of Bothrops asper venom

Plant species  Plant part  Inhibitory  Activity Other relevant proper- Reference
analyzed' activities  inhibited ties in the treatment of
tested? snakebite

Acacia hindsii B P,PLA,, C ! Treatment of scorpion Aguilar-Girén, 1966; Morton, 1981;

Benth. stings, anti-inflammatoy Pardo et al., 2012; Saravia et al.,
and wound healing 2015, 2017
effects

Aristolochia B,L P,PLA,,C o Aristolochia species Aguilar-Girén, 1966; Giovannini

maxima with anti-inflammatory & Howes, 2017; Saravia et al.,
and immunostimulatory 2015, 2017
effects

Bursera B P3, PLA Y, o Anti-inflammatory, Abad et al., 1996; Arvigo & Balick,

simaruba (L.) C antibacterial, analgesic, 1993; Camporese et al., 2003;

Sarg. treatment of wounds, Carretero et al., 2008; Jasso de
poisonwood dermatitis, Rodriguez et al., 2006; Junor et al.,
skin sores and infections 2007; Saravia et al., 2017; Sosa et

al., 2002; Yasunaka et al, 2005

Cissampelos R P,PLA,, C o Anti-inflammatory, Giovannini & Howes, 2017,

pareira analgesic, immunomod- Saravia et al., 2015, 2017,

L. ulatory, muscle relaxant, Singh et al., 2010; Verrastrero et al.,
hemostatic, antiseptic, 2018
snake venom inhibition,
ulcerogenic

Dorstenia L L, H, o Treatment of skin condi- Giovannini & Howes, 2017; Pe-

contrajerva L. PLA,, C° tions (anti-Leishmanial raza-Sanchez et al., 2007; Saravia
activity) etal.,

2001

Eryngium L P,PLA,, C P’ Anti-inflammatory, Giovannini & Howes, 2017; Kiipeli

foetidum L. P (EA, antibacterial, analgesic, et al., 2006; Paul et al., 2011;

Ac)® treatment of scorpion Saravia et al., 2017, 2022; Singh et
bites al., 2014

Eupatorium L L, H, o Treatment of skin con- Akah, 1993; Hay, 2002; Owoyele et

odoratum L. PLA,, C¢ ditions (cutaneous leish- al., 2008; Pandith et al., 2012, 2013;
maniasis), hemostatic Saravia et al., 2001; Sirinthipaporn
activity, wound healing, & Jiraungkoorskul, 2017; Umukoro
analgesic, anti-inflam- & Ashorobi, 2006.
matory, antimicrobial Vijayaraghavan et al., 2016, 2017
activities

Hamelia L P,PLA,, C Relax contracted muscle,  Balick & Arvigo, 1998; Camporese

patens Jacq. effects on the cardiovas- et al., 2003; Giovannini & Howes,
cular system, treatment of  2017; Jiménez-Sudrez et al., 2016;
skin conditions, anti-no- Saravia et al., 2015, 2017
ciceptive, anti-inflam-
matory, antimicrobial,
wound healing

Plant species ~ Plant part  Inhibitory  Activity Other relevant proper- Reference
analyzed'  activities  inhibited ties in the treatment of
tested? snakebite
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Table 2 (continuation)

Neurolaena L L, H, P, P7, PLA,

lobata (L.) PLA,,IH,  (asIHY

Cass. (o P (Dm,
EA, A)®

Pimenta dioi- L P,PLA,, C P’

ca (L.) Merr.

Piper pel- L P,PLA,,C o

tatum L.

Sansevieria L P,PLA,, C -

hyacinthoides

(L.) Druce

Antiulcerogenic, antimi-
crobial, antinociceptive,
anti-inflammatory, wound
healing, treatment of skin
conditions.

Anti-inflammatory, anal-
gesic, antibacterial, anti-
oxidant, antiulcerogenic,
cytotoxic, wound healing
and bruises in skin and
mucosa like gingivitis
Analgesic, antiedema,
and anti-hemorrhag-

ic, anti-inflammatory,
hypertensive, sympath-
omimetic and activities,
inhibition of hyaluroni-
dase from Bothrops atrox
and PLA,

Dressing of sprained an-
kle, analgesic, antimicro-
bial, anti-inflammatory,
treatment of skin infec-
tions and insect bites.

Caceres & Cruz, 2019; Giovannini
& Howes, 2017; McKinnon et al.,
2014; Saravia et al., 2001; Saravia
etal., 2021, 2022

Al-Rehaily et al., 2002; Loren-
zo-Leal et al., 2019; Mukhopadhyay
et al., 2012; Nagaraj et al., 2017,
Onwasigwe et al., 2017; Saravia

et al., 2017; Zhang

& Lokeshwar, 2012

Giovannini & Howes, 2017; Michel
et al., 2016; Pilco et al., 2019;
Saravia et al., 2015, 2017

Maroyi, 2013; 2019; Saravia
etal., 2015,2017

Note. 'Plant part: L (leaf); S (stem); Ba (bark); Ro (root). *Inhibitory activities evaluated: L (lethal); H (hemorrhag-
ic); C (coagulant); M (myotoxic); P (proteolytic); PLA, (phospholipase A,); IH (indirect hemolysis). *Not evaluated
in inhibition assays because of the presence of intrinsic proteolytic, “PLA., *coagulant, ‘anticoagulant activities in
ethanolic extracts. "Venom activity effectively (> 50%) inhibited by ethanolic / aqueous extracts or *organic fraction:
He (hexane); Dm (dichloromethane); EA (ethyl acetate); Ac (acetone). °(-—) Effective inhibitory activities not detected.

complete inhibition of PLA, enzymatic activity (eval-
uated as indirect hemolysis) and proteolytic activities
of B. asper venom. However, the extract also showed
intrinsic anticoagulant activity, a property that might
aggravate the hemostatic alterations induced by the
venom in coagulation (Table 2) (Saravia-Otten et al.,
2021). The phytochemical profile showed the pres-
ence of flavonoids, coumarins, saponins, tannins, ses-
quiterpene lactones and essential oils in the extract.
SDS-PAGE analysis demonstrated changes in the elec-
trophoretic profile, probably due to the formation of

Ciencia, Tecnologia y Salud, 9(2) 2022, 215-236

insoluble complexes of venom components with plant
metabolites.

Analysis of organic fractions obtained from E.
Jfoetidum, N. lobata and P. dioca demonstrated that
their ability to neutralize PLA, and proteolytic activi-
ties of the venom was concentrated in their polar frac-
tions. Phytochemical analysis of the bioactive fractions
identified flavonoids, saponins, essential oils, couma-
rins, alkaloids, tannins and sesquiterpene lactones in
their composition (Saravia-Otten et al., 2022). Docking
analysis of compounds from these plants revealed high
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affinity interactions of previously identified secondary
metabolites of these plants with key residues for the
catalytic activity of BaP1 (a metalloproteinase) and
Mix-1 (a PLA)), as well as interactions with the hydro-
phobic channel of Mtx-II (a PLA, homologue devoid of
enzymatic activity but inducing myotoxicity). These
findings provide support for the use of E. foetidum, N.
lobata and P. dioca to treat the local effects induced
by B. asper envenoming, since it has been shown that
in vitro inhibition of proteolytic activity (mainly medi-
ated by SVMPs) by some plant extracts correlates with
inhibition of the hemorrhagic effect in animal models
(Patifio et al., 2013; Preciado et al., 2018), although
more studies with in vivo models are necessary to fur-
ther explore this possibility. It has also been shown that
plant extracts with anti-PLA activity partially neutral-
ized myotoxicity and edema induced by the venom of
snakes of the genera Bothrops and Crotalus in animal
models (Pereafiez et al., 2014; Posadas et al., 2019).

Ethnopharmacology of the plants studied
in Guatemala

There is a strong tradition among Guatemalan
people in using medicinal plant antidotes, which are
prepared with local plants by traditional healers (cha-
manes, curanderos, medicos brujos, herbolarios), ac-
cording to their ancestral recipes (Hay, 2002; Saravia
etal., 2001). The information presented here is focused
on the plants that demonstrated inhibitory activities
against toxic effects of B. asper venom in preclinical
tests (E. foetidum, N. lobata, and P. dioica), the tra-
ditional mode of use and preparation, and is aimed
to provide available information that supports their
possible use for snakebite envenomings. Other relevant
properties of the plants in the treatment of snakebite
are shown in Table 2.

E. foetidum is used to treat snakebites in Guate-
mala, Nicaragua, and Belize (Balick & Arvigo, 2015;
Coe & Anderson, 2005; Giovaninni & Howes, 2017,
Hay, 2002). Decoction and infusion of the leaves are
administered as a beverage to the snake bitten patient
in Nicaragua (Coe & Anderson, 2005), while in Gua-
temala the crushed leaves are applied on the wound as
a poultice (Hay, 2002; Saravia et al., 2001). Traditional
use of this species is supported in part by results ob-
tained using in vitro assays and animal models show-
ing anti-inflammatory, analgesic, and antibacterial
properties of the leaf extract (Almeida et al., 2001;
Garcia et al., 1999; Kiipeli et al., 2006; Paul et al.,
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2011; Saenz et al., 1997), all relevant for the inhibition
of local effects of B. asper venom. This species is also
used to treat snakebite and scorpion sting envenomings
in India (Singh et al., 2014).

N. lobata is traditionally used to treat snakebites
in Guatemala, Belize, and Nicaragua (Balick & Arvi-
20, 2015; Coe & Anderson, 2005; Hay, 2002; Saravia
et al., 2001); it is also used to treat skin conditions in
Guatemala (Berger et al., 2001; Caceres et al., 1998).
Infusion and decoction of the leaves are drink by snake
bitten victims in Nicaragua and Guatemala (Coe &
Anderson, 2005; Hay, 2002; Saravia et al., 2001). De-
coction is also administered topically to the wound in
the north of Guatemala, and the leaves used to prepare
the infusion or fresh leaves chewed with tobacco by
the patient are used as a poultice to cover the wound
(Hay, 2002). Ethnomedical use of stems, branches, and
aerial parts of N. lobata to treat snake envenoming has
also been reported in Colombia (Otero et al., 2000). Ex-
tracts and organic fractions obtained from this species
have demonstrated to have antiulcerogenic (Gracioso
et al., 2000), antimicrobial (Lentz et al., 1998), antino-
ciceptive (Gracioso et al., 1998) and anti-inflammatory
properties (Giovannini & Howes, 2017; McKinnon et
al., 2014; Walshe-Roussel et al., 2013). These activities
are relevant for the treatment of snakebites, since they
might counteract some of the local effects induced by
B. asper venom, promote successful wound healing,
and prevent sequelae resultant from bacterial infections
that would delay, or even impair, the healing process
(Nayak et al., 2014).

P. dioica is used in the treatment of a number of
medical conditions in traditional medicine of Mexico,
Central and South America, the Caribbean, India, Mid-
dle East, Asia and Europe (Rao et al., 2012; Zhang &
Lokeshwar, 2012). However, there is a lack of published
information concerning the ethnobotanical use of P. di-
oica to treat snakebite envenoming. The work published
by Castro et al. (1999) reported that extracts from the
leaves collected in Costa Rica completely neutralized
the hemorrhagic activity induced by the venom of B.
asper, which correlates well with the ability shown
by the ethanolic extract of Guatemalan specimens to
inhibit the proteolytic activity of the venom (Saravia et
al., 2017). Ethnomedicinal uses of the plant and phar-
macological activities found on its extracts may explain
those findings, suggesting the potential usefulness of
P. dioica in snakebite envenoming in Central America.
The crushed fruits of the plant (Allspice) are applied
to bruises, sore joints and for myalgia in Guatemala,
while the leaves are traditionally used for treatment
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of high blood pressure in Central America, as well as
treatment for menstrual cramps and abdominal pain in
Caribbean communities (Zhang & Lokeshwar, 2012).
All parts are used in folk medicine, but the most stud-
ied parts have been its leaves and berries. The euge-
nol present in the essential oil form berries and leaves
has been reported to have anti-inflammatory activities
(Zhang & Lokeshwar, 2012). Hypotensive action of
aqueous extract of leaves was demonstrated during in
vivo studies (Suarez et al., 1997). Studies carried out
in Saudi Arabia with the aqueous suspension showed
significant antiedema and antiulcerogenic activities
in vivo (Al-Rehaily et al., 2002). Essential oil of the
berries collected in Mexico demonstrated antimicro-
bial and potential anti-inflammatory activities in vitro
(Lorenzo-Leal et al., 2019). Antibacterial activity was
also detected in leaf and bark extracts in India (Asha
et al., 2013) as well as antioxidant activity in Jamaica
(Rao et al., 2012). Other medicinal properties attribut-
ed to this species in India are as an aid in the healing
of wounds, bruises (Mukhopadhyay et al., 2012), and
gingivitis (Nagaraj et al., 2017).

Decoction of stembark of A. hindsii is used to
treat poisonous bites and scorpion stings in México
and Guatemala (Aguilar-Girén, 1966; Morton, 1981),
while decoction of the whole plant is topically used
for antiinflamatory and wound healing purposes in
the south of Guatemala (Pardo Villegas et al., 2011).
A. maxima is reported to be used as ‘antiophidic’ in
Guatemala; decoction of the whole plant is applied
locally on the snakebite (Aguilar-Giron, 1966; Hay,
2002; Mejia, 1927). C. pareira, D. contrajerva and H.
patens are used with the same purpose in Guatemala,
Nicaragua and Panama (Coe & Anderson, 2005;
Duke, 1970; Gupta et al., 1993; Hay, 2002; Joly et al.,
1987; Sandoval & Ayala, 1999; Saravia et al., 2001),
P. peltatum in Guatemala and Nicaragua and S.
hyacinthoides in Guatemala and Belice (Balik &
Arvigo, 2015; Coe & Anderson, 2005; Hay, 2002; Kufer
et al., 2005). Ethnobotany and ethnopharmacology of
those species and the scientific evidence that support
their traditional use in snakebite envenoming in Central
America was extensively reviewed by Giovannini and
Howes (2017); other relevant properties of these plants
for the treatment of snakebite are shown in Table 2.
However, detailed information concerning B. simaruba
and E. odoratum was not included in that review, and
therefore will be addressed in this work.

The bark and whole plant of B. simaruba is tra-
ditionally used in Nicaragua to treat snakebite in the
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form of a decoction (Coe & Anderson, 2005). Extracts
obtained from the bark totally inhibited the hemorrhagic
activity of B. asper venom (Castro et al., 1999). This
species is used in traditional medicine in Central Amer-
ica for deep and superficial wound healing, skin sores
and poisonwood dermatitis (Arvigo & Balick, 1993;
Balick & Arvigo, 1998). The therapeutic properties de-
scribed for this species are relevant to the treatment of
local effects induced by the venom, since extracts from
the leaves and bark showed anti-inflammatory activi-
ty in mice (Abad et al., 1996; Carretero et al., 2008;
Noguera et al., 2004; Sosa et al., 2002). Antibacterial
activity was demonstrated in the essential oil from
fruits and stems (Junor et al., 2007), bark (Camporese
et al., 2003), leaves, twigs, and stems (Yasunaka et al.,
2005). The plant also has analgesic activity (Jasso de
Rodriguez et al., 2006).

The leaves of E. odoratum are used to treat skin
conditions in Guatemala (Hay, 2002) and other regions
of the world (Hanphakphoom et al., 2016). The pressed
extract of the leaves is traditionally used in Nigeria to
arrest bleeding from cuts and as antiseptic for wound
dressing (Akah, 1993), while the leaf or stem decoc-
tion of the plant can be used in pulmonary hemorrhage
(Singha, 1965). Hemostatic activity of extracts of the
leaf has been shown in animal models (Akah, 1993;
Pandith et al., 2012). This plant has also wound healing
activity (Pandith et al., 2013; Sirinthipaporn & Jiraung-
koorskul, 2017; Vijayaraghavan et al., 2017), as well as
analgesic, anti-inflammatory and antimicrobial proper-
ties (Owoyele et al., 2008; Taiwo et al., 2000; Umukoro
& Ashorobi, 2006; Hanphakphoom et al., 2016; Vital &
Rivera, 2009; Vijayaraghavan et al., 2016). Therefore,
it appears that both leaves and stem of E. odoratum
may mediate different pharmacological actions which
could be useful in snakebite envenoming.

Conclusions

There is a compelling need to search for nov-
el therapeutic alternatives for snakebite envenoming
that would complement the action of animal-derived
antivenoms. Inhibitory compounds present in plants
constitute a valuable source of novel venom inhibi-
tors, and the long-standing ethnobotanical traditions
in many regions of the world constitute a highly rele-
vant source of information for exploring the inhibitory
potential of these natural products. All plants included
in the scientific studies reported in this review have
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ethnomedical uses or pharmacologic activities relevant
to the treatment of snakebites (i.e. anti-inflammatory,
antiedema, antibacterial, wound healing, hemostatic
or analgesic). These activities may explain their tradi-
tional use against the local effects caused by viperid
snakebite envenomings, but their capacity to effective-
ly inhibit venom toxins, and therefore, to neutralize
their pathophysiological effects, needs to be further
evaluated using sound scientific methodologies. An-
tihemorrhagic activity was demonstrated in 11 plant
species in Costa Rica, while B. rosa-de-monte showed
antihemorrhagic and anticoagulant activities in Pana-
ma. Venom-induced edema in mice was inhibited by
U. tormentosa, C. mutans and L. speciosa in Costa
Rica. In Guatemala, E. foetidum, N. lobata and P. di-
oica were effective to inhibit the proteolytic and PLA,
activities of the venom under experimental conditions,
suggesting that they may be effective to neutralize their
toxic effects. Moreover, docking studies provided ev-
idence for the ability of some secondary metabolites
from these plants to bind with high affinity to SVMP
and PLA,. The capacity of some Guatemalan plants,
and secondary metabolites present in these plants, to
inhibit venom toxic activities in vivo needs to be fur-
ther evaluated in preclinical assays.

It is important to point out that from all the plant
species screened, only B. rosa-de-monte was able to
effectively counteract the in vitro coagulant effect
(potentially defibrin(ogen)ating in vivo) of B. asper
venom. Moreover, some of the ethanolic extracts of the
plants screened in Guatemala demonstrated procoagu-
lant or anti-thrombin intrinsic effects. Since systemic
bleeding is one of the main clinical features of enven-
omings by B. asper, the possibility of these plant ex-
tracts to complicate this aspect of envenoming should
be carefully considered in the in vivo experimental
studies. Likewise, the purification and assessment of
efficacy of isolated components from these extracts
should be explored.

In conclusion, it is important to harness the rich
ethnobotanical tradition on the use of plants for snake-
bite management in Central America, by testing the
efficacy of plant extracts to inhibit toxic and enzy-
matic activities of B. asper and other venoms in the
region using validated preclinical assays. These stud-
ies should also explore the traditional ways by which
these extracts are administered and use these proto-
cols in the experimental settings. It is also important
to identify the metabolites in the plants responsible
for the inhibition of the SVMPs, PLA_s and SVSPs to
better understand the mechanisms of inhibition, and
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for exploring the potential use of such metabolites or
molecules derived from them for the design of more
specific inhibitors of the toxins responsible for the
main hallmarks of B asper envenoming.
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Resumen

Los manglares se distribuyen en las zonas tropicales y subtropicales del planeta. Se ubican en zonas inundables,
en suelos de alta salinidad y anaerobios. Estos bosques son reconocidos como ecosistemas fundamentales para
el mantenimiento de la resiliencia ante el cambio climatico en los habitats marino-costeros ya que actuan como
defensa ante tormentas y tsunamis, ademas participan en la estabilizacion microclimatica y en la absorcion de
CO,. Sin embargo, estos ecosistemas han disminuido a través de los afios debido a factores principalmente antro-
pogénicos; se prevé que el cambio climatico también influird negativamente en su conservacion. En el pacifico de
Guatemala se ha registrado una cobertura de 22,763.25 ha de bosque de manglar, compuestas por seis especies.
A pesar de lo anterior, inicamente el 23% est4 protegido dentro del sistema de areas protegidas, por lo que, la
cobertura vegetal de manglar ha disminuido a través de los afios debido a cambios de uso de suelo, crecimiento
urbano, contaminacion, tala ilegal, entre otros. Asimismo, existen diversos retos que dificultan su conservacion,
como la falta de ordenamiento territorial y falta de conocimiento legal. Es necesario realizar acciones que pro-
muevan la gestion sostenible de este ecosistema, y trabajar en las oportunidades existentes que podrian contribuir
a la conservacion, como el turismo sostenible e incentivos forestales que pueden disminuir los retos planteados.

Palabras clave: Servicios ecosistémicos, ecosistema de manglar, cambio climatico

Abstract

angroves are distributed in tropical and subtropical zones of the planet. They are located in flood zones, in

high salinity and anaerobic soils. These forests are recognized as fundamental ecosystems for maintaining
resilience to climate change in marine-coastal habitats, as they act as a defense against storms and tsunamis and
participate in microclimatic stabilization and CO, absorption. However, these ecosystems have declined over the
years due mainly to anthropogenic factors, and it is expected that climate change will also negatively influence their
conservation. In the Pacific region of Guatemala, 22,763.25 ha of mangrove forest, composed of six species, have
been recorded. Despite the above, only 23% is protected within the protected areas system, therefore mangrove
vegetation cover has decreased over the years due to changes in land use, urban growth, pollution, illegal logging,
among others. Likewise, there are several challenges that hinder its conservation, such as the lack of land use plan-
ning and lack of legal knowledge. It is necessary to carry out actions that promote the sustainable management of
this ecosystem, and to work on existing opportunities that could contribute to conservation, such as sustainable
tourism and forestry incentives that can reduce the challenges posed.

Keywords: Ecosystemic service, mangrove ecosystem, climate change
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Retos y oportunidades para conservar los manglares del pacifico de Guatemala

Introduccion

Los manglares son bosques de plantas halofi-
tas que se distribuyen en zonas inundables a lo lar-
go de las regiones costeras tropicales y subtropicales
(Gaxiola, 2011; Rzedowski, 2006). Estos ecosistemas
representan areas de alta productividad primaria en
funcion de la biomasa aérea o caida de hojarasca, esta
ultima es esencial para la regeneracion de los nutrien-
tes en suelos, y la dinamica de carbono en sistemas
adyacentes (Alongi et al., 2001; Gattuso et al., 1998;
Lacerda et al., 2001; Lopez-Medellin & Ezcurra, 2012;
Wafar et al., 1997).

Desde el punto de vista ecologico, albergan
una gran diversidad de especies biologicas tanto loca-
les como migratorias en sus distintos estadios de vida
(Rzedowski, 2006; Windevoxhel et al., 2009). Ademas,
los bosques de manglar son fundamentales para el
mantenimiento de los habitats marino-costeros al ac-
tuar como defensa ante eventos climaticos. Al mismo
tiempo, participan en la estabilizacion microclimatica y
en la absorcion de CO, a través del mar y la atmosfera,
manteniendo asi la resiliencia ante el cambio climatico
(Carvajal-Oses et al., 2019; Yafiez-Arancibia et al., 2014).

Los bosques de manglar desde el punto de vista
econémico y social contribuyen a los medios de vida
de las personas locales al proveerles lefia, turismo, ma-
terial de construccion, madera, recreacion, recursos
pesqueros, taninos y proteccion ante eventos climati-
cos. Se calcula que el uso de la lefia de manglar en el
pacifico genera un ingreso de USD 35,000 al afio, en el
caso de los materiales de construccion (Ministerio de
Ambiente y Recursos Naturales [Marn] & Programa
de las Naciones Unidas para el Desarrollo [PNUD],
2018; The Nature Conservancy [TNC] & Marn, 2009;
Yafiez-Arancibia et al., 1998).

En el pacifico de Guatemala en afio 2012, el Ins-
tituto Nacional de Bosques [Inab] & Consejo Nacional
de Areas Protegidas [Conap], registrd una cobertura
de manglar de aproximadamente 22,763.25 (ha) de
las cuales unicamente el 23% se encuentra protegido
dentro del Sistema guatemalteco de Areas Protegidas
(SIGAP). Se han reportado seis especies de mangle
para el area: Rhizophora mangle L. 1753, Rhizophora
racemosa G. Mey., Prim. Fl. Esseq., 185. 1818., Avicen-
nia germinans (L.) L. 1764, Avicennia bicolor Standl
1923, Laguncularia racemosa (L.) CFGaertn 1807 y
Conocarpus erectus L. 1753. La distribucion de estas
especies en la costa pacifica de Guatemala depende
de la presencia de cuerpos de agua, disposicion de nu-
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trientes y a la salinidad, esta puede variar entre 0-100
PSU (Jimenes, 1985; Kathiresan, 2005; Zacarias-
Coxic et al., 2019).

Estos manglares son vulnerables ante los im-
pactos relacionados al cambio climatico y ademas son
altamente afectados debido a actividades antropogé-
nicas como urbanizacidn, cambios de uso del suelo,
alteraciones del flujo hidrico, contaminacion, tala ilegal
y avance de la frontera agricola; provocando su degra-
dacion y su capacidad de respuesta a perturbaciones
naturales y en su capacidad de brindar servicios eco-
sistémicos a las poblaciones locales (Marn & PNUD,
2018; Windevoxhel, 1994). El objetivo de este ensayo
es describir los distintos retos y oportunidades actuales
para la conservacion de los manglares en el pacifico
de Guatemala.

Contenido

Los manglares son ecosistemas constituidos por
arboles y arbustos de formacion lefiosa, densa, de hojas
perennes y se caracterizan porque algunas especies
presentan un sistema radical con raices adventicias
y neumatdforos (Rzedoski, 2006). Estos ecosistemas
se distribuyen en zonas inundables en regiones coste-
ras tropicales y subtropicales (Gaxiola, 2011; Flores-
Verdugo et al., 2003; Organizacion de las Naciones
Unidas para la Alimentacion y Agricultura [FAO],
1994; Rzedowski, 2006).

Lo ecosistemas de manglar se encuentran entre
los ecosistemas mas productivos en el planeta tierra
y proveen areas de refugio, reproduccion, alimento
y zonas de descanso para una gran diversidad de es-
pecies terrestres y acuaticas en los diferentes niveles
troficos, incluyendo especies locales como migratorias
de importancia ecologica y econdmica (Rzedowski,
2006; Windevoxhel et al., 2009; Yafez-Arancibia
et al., 1998).

Por otro lado, los manglares son fundamentales
para el mantenimiento de la conectividad del paisaje,
la calidad del agua y la estabilidad de la linea de costa,
debido a que controlan los sedimentos y la concentra-
cion y distribucion de nutrientes en aguas estuarinas
(Marn & PNUD, 2018; Yanez-Arancibia et al., 1998).
Ademas, son prioritarios para mantener la resiliencia
de los ecosistemas al funcionar como defensa a per-
turbaciones como tormentas tropicales, huracanes,
inundaciones y erosion, asi como mitigar los efectos
del cambio climatico al almacenar CO, en sus raices
(Yafiez-Arancibia et al., 1998).
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La abundancia y distribucion geografica de las
seis especies registradas en el area del pacifico de
Guatemala, depende de las caracteristicas climaticas
y fisiograficas de la costa. C. erectus se distribuye en
la zona de transicion entre bosque de manglar y bos-
que seco, 4. bicolor se encuentra principalmente en
la zona Este, R. racemosa se encuentra desde Iztapa
a Chiquimulilla, mientras que el resto de las especies
estan presentes a lo largo de la costa sur del pais (Inab
& Conap, 2012; Zacarias- Coxic et al., 2019).

De acuerdo con Conap (2011), existen dos zo-
nas de importancia natural para los manglares en
el pacifico del pais: manglares de Tehuantepec-
Manchon y manglares del norte de la costa pacifica.
La primera zona tiene una superficie de 853 km?, y se
ubica en el departamento de San Marcos, Retalhuleu,
Suchitepéquez y parte de Escuintla. En esta zona se
encuentran los manglares mas altos del pais. Ademas,
es importante mencionar que esta zona incluye el area
protegida Manchén Guamuchal, conocida como la
masa de manglar mas grande de Guatemala, la cual
brinda refugio a diversas plantas, peces, moluscos y
aves, incluyendo aves migratorias. Es por esta razon
que, en 1995 la Convencion de Humedales de Interés
Mundial (Convencion Ramsar) reconocio el area como
un humedal de alta importancia para la conservacion
de aves migratorias marinas.

La segunda zona conocida como manglares del
norte de la costa pacifica seca, posee una superficie de
150 km?, ubicada en los departamentos Escuintla, Santa
Rosa y Jutiapa. Esta zona contiene al corredor biolégico
Monterrico-Hawaii conocido como la segunda masa de
manglar mas grande del pais y ademads se encuentra el
area Monterrico-Rio La Paz, sefialada como un Area de
Importancia para la Conservacion de las Aves (IBA),
por sus siglas en inglés (Eisermann & Avendafio, 2007).

Sin embargo, el ecosistema de manglar en la re-
gion del pacifico ha sido altamente afectado a través del
tiempo debido a factores naturales y antropogénicos,
esta ultima ha provocado la pérdida de alrededor del
50% de la cobertura forestal de mangle desde 1965 hasta
la actualidad. Esto a consecuencia de la extraccion des-
medida para produccion de lefia, carbon y construccion
de viviendas, asi como, salineras, camaroneras, avance
de la frontera agricola, incendios forestales, crecimiento
urbano desordenado y centros turisticos (Asociacion de
Rescate y Conservacion de Vida-Silvestre [Arcas], 2010;
Inab & Conap, 2015; Lopez et al., 2014).

Por otro lado, el cambio climatico tiene un alto
impacto en el ecosistema de manglar, afectando su so-
brevivencia debido a cambios en los patrones de tem-
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peratura, precipitacion pluvial, depresiones tropicales,
huracanes, patrones hidrolégicos y variacion del nivel
medio del mar. Por ejemplo, PNUD en el 2018, men-
ciona que, en el pacifico de Guatemala en los ultimos
50 afios, la temperatura aument6 0.71-0.96 °C. Asi-
mismo, prevé que para el 2050 existira un aumento en
2 °C de la temperatura, 1 cm en el nivel del mar y la
precipitacion disminuira un 20%. Ademas, un estu-
dio en Monterrico, Santa Rosa prevé que para el 2050
existira un incremento de temperatura en un 14% y una
disminucion de precipitacion entre el 20% al 28%, esto
podria provocar un aumento de areas secas, limitacion
de la disponibilidad hidrica y cambios en la composi-
cidn y estructura de la vegetacion, por lo que se espera
que los manglares sean uno de los ecosistemas mas
afectados (Scheel, 2017).

A continuacioén, se abordaran distintos retos y
oportunidades actuales para alcanzar la conservacion
de los manglares en el pacifico de Guatemala.

Retos

Avance de la frontera agricola

En el pacifico de Guatemala existen crecientes
actividades agricolas, que figuran como un reto para
la conservacion de los bosques de manglar, ya que
mantienen un modelo ecoldgico no compatible. Estas
actividades han promovido el cambio de uso del suelo
y deforestacion, en el caso de la agricultura utilizan
mangle joven principalmente como tutores, para el
cultivo de pashte (Ruiz-Ordofiez & Sigiienza, 1999).
Por otro lado, se ha documentado que monocultivos
como la cafa de azucar generan alto impacto en la
dinamica hidrica de la zona marino-costera, ya que,
el cambio de uso de suelo y desvio de rios para uso
de riego, promueven el flujo de nutrientes hacia los
manglares provocando asolvamiento en los canales y
esteros. Esto genera cambios en la hidrologia y estrés
hidrico, lo que induce al ahogamiento de los neumato-
foros de los manglares, afectando asi su sobrevivencia
(Arcas, 2011; Direccion de Normatividad de la Pesca
y Acuicultura [Dipesca] et al., 2018; Marn & PNUD,
2018). Asi mismo, la tala a orillas de los esteros y la
zafra promueve al aumento de temperatura afectando a
los suelos y manglares debido al calentamiento, ademas
ligado a esta actividad agricola, se puede mencionar la
contaminacion por agroquimicos, los cuales al llover se
arrastran por la escorrentia hasta los rios que desembo-
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can a los esteros y al canal de Chiquimulilla (Marn &
PNUD, 2018; Ruiz-Ordofiez & Sigiienza, 1999).

Sobreexplotacion y actividades no
sustentables

El ecosistema de manglar sufre alta presion por
parte de taladores para su comercializacion de lefia y
construccion (Ruiz-Ordofiez & Sigiienza, 1999). Esta
tala ilegal degrada el bosque de manglar, generando
un impacto en todo el ecosistema, asi como en la flora
y fauna. De la misma forma, la deforestacion de los
bosques cuenca arriba promueve una gran cantidad
de sedimentos, provocando azolvamiento e interrum-
piendo asi el flujo de agua a lo largo de los esteros
de la zona marino-costera, afectando el ecosistema de
manglar como se menciona anteriormente.

Por otra parte, las quemas e incendios forestales
generan una fuerte presion y contribuyen a la dismi-
nucion de la cobertura del bosque de manglar. Estas
quemas tienen lugar principalmente en los tulares con
el fin de cazar iguanas, galapos o tortugas de agua
dulce, para consumo o venta (Arcas, 2011), ademas
se ha documentado que los pescadores buscan abrir
brechas entre los tulares durante la actividad pesquera,
afectando a los manglares ya que estos colindan con
los tulares generalmente. Estas actividades no susten-
tables representan un reto para el ecosistema y para el
bienestar de las poblaciones locales por lo que es ne-
cesario realizar esfuerzos para aumentar la educacion
ambiental y las oportunidades laborales.

Debilidad administrativa y falta
de conocimiento legal

Otro reto para la conservacion del ecosistema de
manglar es la poca presencia de instituciones estatales
conservacionistas como del Conap, Inab y la Division
de Proteccion a la Naturaleza (Diprona). Las autorida-
des administradoras de las distintas areas protegidas en
el pacifico de Guatemala y las comunidades necesitan
respaldo y apoyo gubernamental para realizar patru-
llajes de control y vigilancia, divulgar y sensibilizar a
las poblaciones locales sobre las sanciones legales por
realizar actividades ilegales. La falta de conocimiento
sobre las leyes perjudica las actividades relacionadas
al aprovechamiento de los recursos naturales, sumado
a la falta de estudios técnicos, estudios de impacto
ambiental y la falta de aplicacion de Ley Forestal,
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aumenta la vulnerabilidad del ecosistema de manglar
ante el cambio climatico (Arcas, 2011; Dipesca et al.,
2018).

Falta de ordenamiento territorial

Actualmente, el ordenamiento territorial esta
normado por el Decreto 126-97, Ley Reguladora de
las Areas de Reserva Territoriales de la Nacion de la
Oficina de Control de Areas de Reserva del Estado
(OCRET). Sin embargo, en la actualidad no existe un
catastro en el pacifico de Guatemala, por lo que el or-
denamiento territorial es inadecuado (Ruiz-Ordofiez
& Sigiienza, 1999). Por esta razén, es necesario im-
plementar estrategias de ordenamiento territorial que
incluya la supervision y el cumplimiento de las licen-
cias para infraestructura y actividades economicas,
asi mismo para garantizar que todas las actividades
que se realicen cumplan con las normativas y estén de
acuerdo con la zonificacion en las areas protegidas.
Ademas, se considera que estas actividades puedan ser
reguladas para mantener la conectividad en los ecosis-
temas, logrando asi su conservacion, ya que al mante-
ner la conectividad se promueve que los ecosistemas
se mantengan menos vulnerables ante el cambio cli-
matico. Hasta el momento, existe un tnico estudio que
ha analizado la conectividad actual de este ecosistema
para el pacifico del pais realizado por Davila-Pérez y
colaboradores en el 2019 en Las Lisas- La Barrona.

Cambio climatico

El cambio climatico es otro factor que se encuen-
tra afectando al ecosistema de manglar en el pacifico
de Guatemala, ya que se prevé que diversos factores
asociados al clima tendran influencia sobre este ecosis-
tema aumentando su vulnerabilidad. Entre ellos se pue-
de mencionar el aumento del nivel del mar, en donde se
espera que grandes volumenes de agua entren a la zona
de manglares, promoviendo estrés en estos humedales
(Yanez-Arancibia et al., 2014). Las sequias podrian
contribuir a incrementar la salinidad del suelo, lo que
disminuiria la sobrevivencia de plantulas de manglar
y la tasa de crecimiento. Esto provocara cambios en la
composicion, diversidad, tamafio y productividad de
los bosques de manglar (PNUD & Maga, 2018).

Por otro lado, estos factores podrian provocar
ademas el desplazamiento de los manglares tierra
adentro. Sin embargo, estos no pueden desplazar sus
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rangos de distribucion geografica con la suficiente
rapidez, ademas que el mangle esta limitado tierra
adentro debido al avance de la frontera agricola, en
especial a consecuencia de monocultivos. Seglin Yafiez-
Arancibia y colaboradores (2014), la respuesta final
de los ecosistemas de manglar ante el cambio climati-
co estara determinada por el balance dindmico entre
la tasa de incremento del nivel del mar, descarga de
agua dulce, acrecion sedimentaria, la migracion lateral
potencial y la temperatura. En donde se prevén tres
posibles escenarios: cuando el incremento del nivel
del mar es mucho mayor que la acrecion sedimentaria,
la erosion y la migracion de la linea de costa sobre-
pasa la tasa a la cual pueden migrar los manglares,
el ecosistema se sumergira y sera remplazado por un
ambiente costero marino. Por otro lado, si la tasa del
incremento del nivel del mar es mayor que la acrecion
sedimentaria, pero la tasa de traslado de la linea de
costa no sobrepasa la tasa a la cual el ecosistema puede
migrar tierra adentro, el bosque de manglar podra re-
traerse tierra adentro. Finalmente, si el incremento del
nivel del mar es relativamente pequefio, los manglares
pueden permanecer en la linea de costa actual acu-
mulando sedimentos en la vertical del sustrato (Ortiz-
Pérez & Méndez Linares, 1999; Yafniez-Arancibia, 2010;
Yafiez-Arancibia et al., 1993, 2013, 2014).

Oportunidades

A pesar de los retos mencionados anteriormen-
te, es importante dirigir esfuerzos y generar oportu-
nidades para la conservacion de estos ecosistemas,
ya que los manglares en el pacifico de Guatemala se
distribuyen alrededor de lagunas costeras, esteros y
desembocaduras de rios. En estas areas se desarrollan
importantes actividades como la pesca de subsisten-
cia y artesanal, las cuales contribuyen a la seguridad
alimentaria, empleo y desarrollo econdmico a comu-
nidades locales.

Programa de incentivos forestales
(Probosque)

El programa de incentivos forestales, a cargo del
Inab esta dirigido a apoyar esfuerzos para el estable-
cimiento, recuperacion, restauracion, manejo, produc-
cion y proteccion de bosques en Guatemala, con el ob-
jetivo de aumentar la cobertura forestal en Guatemala.
Este programa tiene la modalidad de restauracion de
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tierras forestales degradadas a través del estableci-
miento o manejo de bosque de manglar y con esto se
pueden beneficiar municipalidades, comités, personas
individuales, comunidades indigenas y arrendatarios
en areas de reserva de la nacion.

Dentro de esta clasificacion, se consideran
diferentes criterios entre ellos: areas de manglar sin
cobertura, area con cobertura forestal maxima de
4 m? de area basal, en el caso de ser manglar tipo ma-
torral mayor a 0.5 ha y areas en donde el flujo hidrico
fue alterado (camaroneras, salineras, asolvamientos,
entre otros). Dentro de esta clasificacion se conside-
ran 3 tipos de degradacion incluyendo tres tipos de
restauracion las cuales incluyen regeneracion natural,
plantacién, nucleacidn, considerando en un tipo la
rehabilitacion de flujo hidrico.

El programa Probosque representa una oportu-
nidad para poder restaurar el ecosistema de manglar,
aumentar la vulnerabilidad ante el cambio climatico,
conservar los bienes y servicios que este ecosistema
provee a la poblacion y beneficiar a la poblacion a tra-
vés de incentivos. Inab solicita los siguientes requi-
sitos para la inscripcion al programa: certificado de
propiedad, pago de regencia en donde se califique la
capacidad de uso de suelo, fotocopia de identificacion
personal y tarjeta de identificacion tributaria del re-
presentante. Tras ser aprobada la solicitud por parte
de Inab, el proyecto se puede inscribir por un periodo
de 10 afios y se recibe un pago de entre Q2,500/hecta-
rea a Q22,000/hectarea anual, segtn el tipo de mane-
jo que se realice, conservacion o restauracion (Diario
de Centroamérica, 2015).

Turismo

El turismo representa una oportunidad para la
conservacion de los recursos naturales, incluyendo el
manglar, ya que este ecosistema alberga una gran can-
tidad de organismos, entre ellos reptiles y aves, las cua-
les son consideradas un atractivo para personas locales
y extrajeras. Se estima que el turismo de la naturaleza
representa ingresos importantes para la industria tu-
ristica a nivel mundial, generando millones de dolares
al afio (Buckley & Coghlan, 2003). En Guatemala, se
considera que la zona marino-costera del pacifico es
una region con gran actividad turistica, las cuales han
incluido actividades de avistamiento de cetaceos, pesca
deportiva, surf'y aviturismo (PNUD & Maga, 2018). Se
ha reportado que la zona que tiene mejor sistematiza-
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dos los datos de turismo es la Reserva Natural de Usos
Multiples Monterrico (RNUMM), mostrando que el
74% de turismo es de visitantes nacionales, y el 19% de
extranjeros, en donde la recreacion ha sido el principal
motivo de viaje, seguido de un 39% por el avistamiento
de naturaleza y por ultimo un 9% para aventura. En
cuanto a actividades se reporta que el 59% planeo hacer
caminatas, 16% conocer la historia del lugar y el 8%
hacer aviturismo (Conap & Inguat, 2013).

Por esta razon, la promocion del turismo en el
pacifico de Guatemala podria considerarse una opor-
tunidad para impulsar la economia, generando fuentes
de empleo para las comunidades, lo cual podria apoyar
a la conservacion del ecosistema, disminuyendo acti-
vidades no sustentables como la tala por parte de las
comunidades locales y al mismo tiempo se promove-
ra el aumento de la resiliencia del ecosistema ante el
cambio climatico.

Adaptacién basada en ecosistemas

La metodologia de adaptacion basada en eco-
sistemas (AbE), es definida como la utilizacion de la
biodiversidad y servicios de los ecosistemas, como
parte de una estrategia para la adaptacion al cambio
climatico. Esta metodologia incluye acciones para el
manejo sostenible, conservacion, la restauracion de la
biodiversidad y los servicios ecosistémicos tomando en
cuenta la esfera social, ambiental y de gobernanza. Una
de las prioridades de este enfoque es la infraestructura
verde y los servicios ecosistémicos para fomentar la
resiliencia de las sociedades humanas y el ecosistema
ante el cambio climatico (Iza, 2019). La infraestructura
verde, se basa en una estrategia para la conservacion
del paisaje y sus componentes de valor natural y cul-
tural, dentro de las iniciativas de ordenamiento y pla-
nificacion sustentable del territorio. Su planificacion
se basa en un enfoque multi-escalar que identifica el
conjunto de espacios abiertos del territorio entre ellas
areas productivas, areas verdes, corredores hidricos,
areas silvestres con el fin de potenciar su conectividad
y complementariedad (Moreno Flores, 2015).

Esta metodologia a la vez genera beneficios so-
ciales, economicos, ambientales y culturales, lo cual
es un aspecto clave para lograr mejorar los impactos
de cualquier programa o proyecto de conservacion y/o
proteccion. Ademas, puede aplicarse a diferentes es-
calas geograficas, tanto local, regional y nacional asi
mismo en diferentes plazos como corto, mediano y
largo plazo. Por lo que aplicar esta herramienta dentro
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de proyectos en el pacifico de Guatemala puede ayudar
a obtener resultados contextualizados, viables y rele-
vantes que colaboren a aumentar la resiliencia de los
ecosistemas ante el cambio climatico y promueva a la
vida digna de las personas locales (Iza, 2019).

Politicas publicas relacionadas al cambio
climatico

El gobierno de Guatemala ha ratificado distin-
tos convenios internacionales sobre cambio climati-
co, como el Protocolo de Kioto y el Acuerdo de Pa-
ris. Por otro lado, ha desarrollado distintas politicas
publicas relacionadas al cambio climatico, las cuales
incluyen pautas para el abordaje e implementacion
de planes y estrategias para incrementar la capaci-
dad de adaptacion; y reducir las emisiones de Gases
de efecto invernadero (Marn & PNUD, 2018). Entre
estas politicas publicas se pueden mencionar las si-
guientes leyes nacionales: Ley Marco de Cambio
Climatico (Decreto 7-2013) y la Ley de Fomento al
Establecimiento, Recuperacion, Restauracion, Manejo,
Produccion y Proteccion de Bosques en Guatemala
(Decreto 2-2015). Ademas, se pueden mencionar otros
instrumentos importantes de politica que apoyan a
seguir la implementacién de compromisos: Politica
Nacional de Cambio climatico (Marn, 2009a); Politica
para el Manejo Integral de las Zonas Marino-Costera
de Guatemala (Marn, 2009b); Plan Nacional de Accion
de Cambio Climatico (Consejo Nacional de Cambio
Climatico [CNCC], 2018); Estrategia Nacional para
la Reduccion de la Deforestacion y Degradacion de
Bosques (ENDBG) (MARN, s.f.); Estrategia Nacional
de Desarrollo con Bajas Emisiones de Gases de Efecto
Invernadero (Gobierno de la Republica de Guatemala,
2018), y Actualizacion de la Contribucion Nacional-
mente Determinada (CND) (Marn, 2021).

Investigacion cientifica sobre el ecosistema de
manglar

La investigacion cientifica desempefia un papel
fundamental en los procesos de decision publica y
politica a través de la generacion de informacion. En
el tema de manglares en el pacifico de Guatemala se
puede mencionar las investigaciones mas relevantes
de las ltimas dos décadas: Garcia Chacon y colabo-
radores (2000), estudiaron las bases ecologicas de las
funcionalidades del ecosistema manglar del pacifico
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de Guatemala. Hernandez y colaboradores (2012),
estudiaron la cobertura actual del mangle en
Guatemala a través de técnicas de percepcion remota.
Catalan Armas y colaboradores (2017), determinaron
la degradacion ambiental en el ecosistema de manglar
a través de sensores remotos. Davila-Pérez y colabo-
radores (2019), realizaron una primera aproximacion
al conocimiento de la conectividad del ecosistema
manglar encontrando que el canal de Chiquimulilla
en las Lisas-La Barrona funciona como corredor el
cual es un elemento estratégico para considerar en la
planificacion.

En cuanto a investigaciones relacionadas a man-
glar y cambio climatico en el pacifico de Guatemala, se
puede mencionar: Rodriguez y Ramirez (2018), quienes
estudiaron la dinamica de la cobertura de manglar y del
carbono asociado en Sipacate-Naranjo, Guatemala. Sin
embargo, existen vacios de informacion, entre ellos,
investigaciones que modelen escenarios sobre la vul-
nerabilidad al cambio climatico, y que a su vez aporten
opciones de adaptacion y mitigacion. Actualmente, la
bidloga Maria Schoenbeck se encuentra realizado una
investigacion en el corredor Monterrico-Hawaii con el
apoyo del laboratorio de ornitologia de la universidad
de Cornell, en donde analizara la vulnerabilidad cos-
tera ante escenarios de cambio climatico. A partir de
la informacion generada disefiard e implementara de
forma participativa acciones estratégicas basadas en la
naturaleza que permitan aumentar la conectividad del
ecosistema y la resiliencia al cambio climatico, y que
ademas puedan incluirse en politicas publicas del area.

Los resultados derivados los estudios menciona-
dos, han servido de base para apoyar los procesos de
inventario nacional forestal (INF) y los sistemas de
medicion, reporte y verificacion (MRV) de REDD+
Ademas, sirven para fortalecer la gestion sostenible de
los manglares y el ordenamiento del uso de la tierra.

Conclusiones

Los manglares son fundamentales para disminuir
los impactos del cambio climatico ya que funcionan
como defensa frente a eventos climaticos y mantie-
nen la linea de costa; sin embargo, estos se encuentran
altamente amenazados en el pacifico de Guatemala
debido a diversos retos para su conservacion. Por esta
razon, en el pais se requiere fortalecer y desarrollar
politicas publicas basadas en investigacion cientifica
previamente mencionada en este documento. Estas in-
vestigaciones brindan herramientas para la toma de de-
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cisiones en distintos procesos de gestion sostenible de
este ecosistema y el ordenamiento del uso de la tierra.

Ademas, se deben generar mas investigaciones
cientificas que brinden informacion fiable para enten-
der la ecologia del ecosistema de manglar, amenazas
naturales y antropogénicas; que contribuyan al manejo
integrado de este ecosistema. Es necesario analizar
y actualizar la informacion sobre la cobertura de es-
tos bosques, su conectividad y vulnerabilidad ante el
cambio climatico, asimismo, que contemple aspectos
econdmicos, culturales y sociales. Esto permitira iden-
tificar areas y acciones prioritarias para la conserva-
cion y restauracion del ecosistema, disminuyendo su
vulnerabilidad ante los efectos del cambio climatico.
Actualmente Ginicamente se cuenta con el trabajo de
Davila-Pérez y colaboradores (2019), en la regién de
Las Lisas- La Barrona.

Finalmente, es necesario incrementar el finan-
ciamiento para implementar las medidas estipuladas
dentro de las politicas publicas incluyendo el Plan
de Accion Nacional de Cambio Climatico (PANCC)
y demas instrumentos de politica. Por otro lado, es
fundamental fortalecer a las entidades publicas para
la gestion de fondos, generacion de informacion, mo-
nitoreo y analisis.

Autoria del articulo

La coordinacion, elaboracion, revision del docu-
mento, disefo de la recoleccion de datos, recoleccion o
contribucion de datos o realizacion del trabajo de cam-
po, limpieza, sistematizacidn, analisis o visualizacion
de datos, estructura y escritura del documento: Maria
de los Angeles Schoenbeck Yanes.

Materiales suplementarios

Este ensayo no tiene archivos complementarios.
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