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DEFINICION DE LA REVISTA

TECNOCIENCIA CHIHUAHUA, es una revista multidisciplinaria, de publicacion
continua, que publica articulos y notas cientificas, asi como articulos de revision
por invitacion originales e ineditos, en espafiol e inglés, en formato electrénico de
acceso abierto.

El objetivo de TECNOCIENCIA CHIHUAHUA es divulgar los resultados y
avances de investigacion originales e inéditas en las areas tematicas de Alimentos,
Biologica, Salud, Agropecuaria, Cultura Fisica, Ingenieria y Tecnologia, Quimica
y Recursos Naturales, dirigidos a investigadores, académicos, estudiantes y publico
con interés cientifico.

El contenido cientifico y calidad de los articulos son evaluados a través de un
proceso de arbitraje de forma andnima en la modalidad de doble ciego por al menos
dos arbitros especializados en la materia.

La revista TECNOCIENCIA CHIHUAHUA es editada y financiada por la
Direccion de Investigacion y Posgrado de la Universidad Autonoma de Chihuahua,
México. La revista estd adherida a la Declaracion de San Francisco a través de
DORA (Declaration on Research Assessment) se encuentra indexada en indices y
portales especializados como DOAJ (Directory of Open Access Journals), MIAR
(Matriz de Informacion para el Analisis de Revistas), Latindex 2.0, Periddica y en
Redes Académicas como Biblat, Google Académico y Academia. La revista cuenta
con el DOI (Digital Object Identifier) a través de la organizacion internacional
Crossref.
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Resumen

El tratamiento del glaucoma se realiza mediante medicamentos tdpicos y sistémicos, laser o cirugia.
El control de la inflamacién es fundamental para la curacién después de la cirugia. Nuestro objetivo
fue comparar la eficiencia del uso de dexametasona vs bromfenaco como antiinflamatorios
prequirargicos. Se realizd un ensayo clinico controlado, aleatorizado y no ciego, se incluyeron
pacientes que acudieron al servicio de oftalmologia del Hospital Civil de Culiacan con glaucoma
primario, de noviembre a diciembre de 2022. Mediante una tabla de aleatorizacidn se asignaron de
la siguiente manera: Grupo 1, dexametasona oftalmica 1.0 mg/ml; Grupo 2, bromfenaco oftalmico
0.9 mg/1ml; ambos una semana antes de la cirugia. Se clasificaron segtin la escala de Wuerzburg al
dia 7 y 30 postquirtrgico, para valorar la ampolla filtrante. Resultados: se incluyeron un total de 30
0jos, 15 en el grupo 1y 15 en el grupo 2. La puntuacion en el grupo 1 el dia 7 postquirtrgico fue de
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6.8+1.6 y en el grupo 2 fue de 7.5+2 (p=0.267). En el dia 30 postquirtirgico, la puntuacién fue de 6.5+2
en el grupo 1y 7.2 £1.7 en el grupo 2 (p=0.288). No se present6 significancia estadistica entre los
tratamientos, ambos son efectivos para la formacion de la ampolla filtrante.

Palabras clave: dexametasona, bromfenaco, antiinflamatorio, glaucoma, trabeculectomia.

Abstract

The treatment of glaucoma is through topical and systemic medications, laser, or surgery.
Controlling inflammation is crucial for healing after surgery. Our objective was to compare the
efficacy of using dexamethasone versus bromfenac as preoperative anti-inflammatory agents. We
conducted a controlled, randomized, non-blinded clinical trial. Patients who visited the
ophthalmology department of Culiacan Civil Hospital with primary glaucoma from November to
December 2022 were included. Using a randomization table, they were assigned as follows: Group
1, ophthalmic dexamethasone 1.0 mg/ml; Group 2, ophthalmic bromfenac 0.9 mg/lml; both
administered one week before surgery. They were classified according to the Wuerzburg scale on
postoperative days 7 and 30 to assess filtering bleb. Results: A total of 30 eyes were included, 15 in
Group 1 and 15 in Group 2. The score in Group 1 on postoperative day 7 was 6.8+1.6, and in Group
2, it was 7.5+2 (p=0.267). On postoperative day 30, it was 6.5+2 in Group 1 and 7.2+1.7 in Group 2
(p=0.288). There was no statistical significance between the treatments; both were effective in the
formation of the filtering bleb.

Keywords: dexamethasone, bromfenac, anti-inflammatory, glaucoma, trabeculectomy.

1. Introduccion

El glaucoma es una enfermedad ocular neurodegenerativa que se caracteriza por pérdida
progresiva de células ganglionares de la retina y cambios caracteristicos en el tejido neurorretiniano
de la cabeza del nervio 6ptico (McMonnies, 2017). Estas alteraciones son identificadas y detectadas
en el campo visual como resultado o consecuencia de una elevacion de la presion intraocular (Wang
et al., 2018a).

El glaucoma ocupa el segundo lugar como causa de ceguera a nivel mundial, después del primer
lugar que es la catarata, y primer lugar de ceguera prevenible (Sasase et al., 2023). Se calcula que a
nivel mundial hay 57.5 millones de personas con glaucoma y por cada 1,000 personas,
aproximadamente ocho se encuentran afectadas. Recientemente, se informé que habria un estimado
de 79.6 millones de personas con glaucoma para 2020 y de 111.8 millones de casos para 2040 (Wang
et al., 2018b; Murthy et al., 2022). En lo referente a Latinoamérica, se estima que en 2020 mas de 8
millones de personas se encontrarian diagnosticados con glaucoma, teniendo una prevalencia de 3.6
% en personas mayores de 40 afios (Almatlouh et al., 2019).

El glaucoma se divide en primario y secundario, y este trabajo se centra en el glaucoma primario, que
tiene dos tipos: de angulo abierto y de angulo cerrado. En el glaucoma de angulo abierto, la resistencia
a la salida del humor acuoso aumenta a través del trabéculo, mientras que en el de angulo cerrado,
el acceso a las vias de drenaje se bloquea generalmente por el iris.
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La presion intraocular puede dafiar estructuras como la lamina cribosa, por donde pasan las fibras
del nervio éptico, lo que provoca compresion y dano axonal mecanico secundario. El tratamiento se
centra en controlar la presion intraocular mediante medicamentos topicos y sistémicos para proteger
el nervio dptico.

La trabeculectomia es la técnica filtrante mas utilizada en la cirugia antiglaucomatosa (Levkovitch-
Verbin et al., 2013). Consiste en la creacidén de un drenaje externo hacia el espacio subconjuntival, que
da lugar a la formacién de una elevacion conjuntival denominada ampolla filtrante. (Pereira et al.,
2022; Saeed et al., 2023). La ampolla filtrante es un area sobre elevada de la conjuntiva situada sobre
la zona de drenaje del humor acuoso. Nos refiere la eficacia funcional de la cirugia filtrante ya que
elimina el humor acuoso por cuatro rutas: transconjuntival, venosa, linfatica y probablemente,
uveoescleral (Leung y Tham, 2013).

La filtracion de la ampolla se da de forma controlada por un colgajo escleral que se localiza en la
superficie donde se realiz6 la esclerotomia (Yuen et al., 2011). A pesar de las disminuciones iniciales
en la presidn intraocular como resultado del aumento del flujo de salida acuoso, una de las respuestas
activadas incluye la mediacion de citoquinas proinflamatorias y profibrogénicas en el humor acuoso
a través de una ventana de esclerotomia, su liberacién esta mediada por células locales, asi como la
infiltracién de células inmunes activadas (Yamanaka et al., 2015).

El Wuerzburg Bleb Classification Score (WBCS) es un sistema de calificacion estandarizado basado
en la clasificacion de ampollas desarrollada por Picht y Grehn (Pérez Rangel et al., 2020). La
evaluacion de la ampolla segin el WBCS incluye aspectos como la vascularizacion, los vasos en
espiral, la encapsulacion y los microquistes. Segtin esta clasificacion, las ampollas de filtracion con
resultados favorables muestran una mayor cantidad de microquistes, una menor presencia de vasos
conjuntivales y en espiral, una menor incidencia de encapsulacion y una altura reducida en
comparacion con las ampollas de filtracién con resultados desfavorables (Furrer et al., 2012).

La principal causa de fracaso durante la trabeculectomia es la fibrosis de la ampolla filtrante. Se han
desarrollado distintas estrategias que modulan la cicatrizaciéon conjuntival y epiescleral para
prolongar la supervivencia de la ampolla y por consiguiente, la funcion visual del paciente con
glaucoma (Lusthaus et al., 2010; Zada et al., 2018).

Los corticoides son un grupo sintético de medicamentos que interfieren en procesos de inflamacion,
de inmunomodulacion e inhibicion de la cicatrizacion de heridas (Furino et al., 2016; J6hannesson et
al., 2020). Se usan muy frecuentemente por via tdpica en el postoperatorio de trabeculectomia con el
objetivo de reducir la presién intraocular (London et al., 2011; Groth et al., 2019). Por otro lado, los
farmacos antiinflamatorios no esteroideos tienen efecto antiinflamatorio, analgésico y antipirético.
Esto a través de la inhibicion de la enzima ciclooxigenasa, evitando asi productos del metabolismo
del &cido araquiddnico como lo son las prostaglandinas y tromboxanos (Breusegem et al., 2010).

En un estudio compararon la eficacia y seguridad del fosfato sédico de dexametasona al 0.1 % topica
con el diclofenaco s6dico al 0.1 % (Levkovitch-Verbin et al., 2013). Se encontrd que ambos tratamientos
fueron eficaces para reducir la presion intraocular (P1O), disminuir el nimero de medicamentos para
el glaucoma y mejorar la agudeza visual. Sin embargo, el grupo de dexametasona requirié un nimero
promedio de medicamentos mayor que el grupo de diclofenaco. No hubo diferencias significativas
en la PIO entre los grupos.
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Otros estudios han comparado el uso de AINES (Medicamentos antiinflamatorios no esteroideos)
topicos (bromfenaco 0.1 % o ketorolaco 0.45 %) con esteroides topicos en la cirugia de cataratas. Se
encontré que el uso de AINES resulté en una mejor reduccién de la inflamacidon postoperatoria,
control del grosor macular y estado de la superficie ocular (Jung et al., 2015; Aptel et al., 2017). En el
estudio LEADER?7, se evalud la eficacia de la dexametasona en la modulacion de la inflamaciéon
después de la cirugia de cataratas. Se encontrd que la dexametasona administrada antes y después
de la cirugia resulté en una disminucién de la presion intraocular y mejores resultados visuales
(Levkovitch-Verbin et al., 2013). No se observaron efectos adversos significativos en el grupo de
dexametasona (Walter ef al., 2020). Sin embargo, no se ha comparado la eficacia de la dexametasona
vs el bromfenaco. Por lo que este trabajo de investigacion tiene como objetivo comparar la eficacia de
dexametasona 1.0 mg/ml vs bromfenaco 0.9 mg/Iml como antiinflamatorios prequirtirgicos y su
influencia en las caracteristicas de la ampolla filtrante.

2. Materiales y métodos

Se trato de un ensayo clinico controlado, experimental, comparativo, longitudinal, prospectivo
y aleatorizado, pero no ciego. El presente proyecto de investigacion se llevé a cabo en las
instalaciones del Hospital Civil de Culiacan, en el servicio de Oftalmologia. Se incluyeron todos los
pacientes que acudieron al servicio de oftalmologia del Hospital Civil de Culiacan y que fueron
diagnosticados con glaucoma primario mediante interrogatorio y exploraciéon oftalmologica,
cumpliendo con los criterios de inclusion establecidos para la investigacion en el periodo
comprendido entre el 10 de noviembre y el 16 de diciembre de 2022. Los pacientes incluidos podian
ser de cualquier edad y sexo, con diagndstico de glaucoma primario y estaban siendo tratados con
beta bloqueadores, alfa 2 agonistas, inhibidores de la anhidrasa carbdnica y analogos de las
prostaglandinas. Ademas, debian aceptar someterse a la cirugia y al seguimiento un mes después
del procedimiento, y firmar un consentimiento informado.

Se excluyeron pacientes con glaucoma secundario, aquellos que habian sido sometidos previamente
a cirugia retiniana o de catarata, los que tenian un solo ojo funcional, antecedentes de queratitis
herpética y/o alergia a los medicamentos utilizados en el estudio. También se eliminaron aquellos
pacientes que abandonaron el tratamiento, a quienes ya no fue posible darles seguimiento o que
presentaron sintomas de alergia a cualquiera de los medicamentos utilizados.

Una vez que se captaron los pacientes que cumplian con los criterios de inclusion del protocolo, se
procedio a obtener la firma del consentimiento informado por parte del paciente. Posteriormente, se
recopild la siguiente informacién en una hoja de recoleccion de datos disefiada especificamente para
el estudio: datos demograficos (edad y sexo), datos clinicos (fecha de valoracion clinica, grupo de
tratamiento, fecha de inicio de tratamiento, ojo afectado, tratamiento hipotensor previamente
utilizado, presion intraocular prequirdrgica). Luego, se asignd a cada paciente a un grupo de
tratamiento utilizando una tabla de aleatorizacién de grupos y, después de la cirugia, se recopilaron
los datos clinicos postquirdrgicos (presion intraocular, caracteristicas de la ampolla filtrante: color,
forma, elevacion, diametro).

El tratamiento asignado a cada paciente se llevo a cabo de la siguiente manera:
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Grupo de tratamiento 1:

Se indico tratamiento con dexametasona oftalmica 1.0 mg/ml, con una dosis de una gota cada
seis horas, una semana antes de la cirugia de facotrabeculectomia. Se midi6 la presion intraocular al
iniciar el tratamiento en el dia siete previo a la cirugia. Posteriormente, se realizé otra medicion de
la presion intraocular en el dia siete y 30 después de la cirugia, con el fin de analizar y evaluar las
caracteristicas de la ampolla filtrante en cada una de ellas.

Grupo de tratamiento 2:

Se indicé tratamiento con bromfenaco oftalmico 0.9 mg/1ml, con una dosis de una gota cada
ocho horas, una semana antes de la cirugia de facotrabeculectomia. Se midi6 la presion intraocular
al iniciar el tratamiento en el dia siete previo a la cirugia. Posteriormente, se realiz6 otra medicién de
la presion intraocular en el dia siete y 30 después de la cirugia, con el fin de analizar y evaluar las
caracteristicas de la ampolla filtrante en cada una de ellas. En ambos grupos, se determiné la
influencia de la administracién de hipotensores oculares y si existia alguna relacién con la funcién
de la ampolla filtrante.

Andlisis de datos

Los datos fueron analizados utilizando el programa SPSS V25. Se emple6 estadistica
descriptiva para analizar los datos, utilizando medidas de tendencia central (como medias) y
dispersion de los datos (como desviaciones estandar) en el caso de variables continuas. Para las
variables categoricas, se utilizaron frecuencias y proporciones. Se realiz6 una prueba exacta de Fisher
para las variables categéricas. Para las variables continuas se compararon utilizando una prueba T
de Student de grupos independientes. Se analizaron los datos binarios para proporcionar un
estadistico de los coeficientes de riesgo relativo (RR) y los intervalos de confianza del 95 % (IC)
asociados. Se indicé una significancia estadistica con un valor de p < 0.05.

3. Resultados y discusion

En este estudio se incluyeron un total de 30 ojos de 30 pacientes de la consulta de glaucoma.
Estos pacientes estaban programados para someterse a una cirugia de facotrabeculectomia y se les
realizé una exploracion oftalmologica completa, incluyendo la medicion de la presion intraocular 7
dias antes del procedimiento. Se repitié la exploracion oftalmoldgica y la medicion de la presion
intraocular en los dias 7 y 30 posteriores a la cirugia, con el fin de analizar las caracteristicas clinicas
de la ampolla de filtracién y su permeabilidad, y evaluar la probabilidad de éxito quirtirgico
utilizando la escala de Wiirzburg. En la tabla 1 se pueden observar las caracteristicas epidemioldgicas
de los participantes en el estudio, asi como la lateralidad del ojo estudiado y el tratamiento
hipotensor previo que recibieron antes de ser incluidos en esta investigacion.



Miranda-Haro et.al TECNOCIENCIA CHIHUAHUA, Vol. XVIII (1) e 1318 (2024)

Tabla 1. Distribucién por género, edad, lateralidad y tratamiento hipotensor previo a la cirugia, de los ojos
estudiados.
Table 1. Distribution by gender, age, handedness, and prior antihypertensive treatment of the studied eyes.

Frecuencia (porcentaje %)

Parametro
n=30
Femenino 16 (53.3 %)
Género
Masculino 14 (46.78 %)
Maéxima: 93
Edad 60.0 (+7.1)
Minima: 56
Ojo derecho 17 (56.66 %)
Lateralidad Ojo izquierdo 13 (43.33 %)
Total 30 (100.0)
Terapia hipotensora previa a cirugia
Betabloqueador Si 26 (86.7 %)
Alfa 2 agonista Si 26 (86.7 %)
Inhibidor de anhidrasa
Si 23 (76.7 %)
carbdnica
Analogo de prostaglandinas Si 20 (66.7 %)

En el grupo de dexametasona, la presién intraocular promedio fue de 25.5 mmHg antes de la cirugia,
11.2 mmHg después de 1 semana y 12.6 mmHg después de 30 dias. En el grupo de bromfenaco, la
presion intraocular promedio fue de 22.9 mmHg antes de la cirugia, 10.4 mmHg después de 1
semana y 10.2 mmHg después de 30 dias. Se observaron diferencias en las medias entre los grupos
en las diferentes mediciones: una diferencia de -2.60 con una significancia de 0.083 antes de la cirugia,
una diferencia de -0.80 con una p= 0.560 después de 1 semana y una diferencia de -2.40 una p= 0.062
después de 30 dias (Tabla 2). No se observo significancia estadistica entre los grupos en ningtn
momento de medicion.

De acuerdo con las puntuaciones obtenidas mediante la escala de Wiirzburg, en el dia 7 después de
la cirugia, el grupo tratado con bromfenaco tuvo un puntaje promedio de 7.5+2 puntos, mientras que
en el dia 30, el puntaje fue de 7.2+1.7. En el grupo tratado con dexametasona, el promedio fue de
6.8+1.6 en el dia 7 después de la cirugia y de 6.5+2 en el dia 30.
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Tabla 2. Cifras de presion intraocular promedio y diferencia de medias en las distintas consultas oftalmoldgicas.
Table 2. Average intraocular pressure values and mean differences at different ophthalmological consultations.

Momento de Bromfenaco Dexametasona Diferencia de
1Y
evaluacion n=15 n=15 medias
Prequirtargica 229+35 255+4.4 -2.05 0.083
Dia7
10.4 £3.3 11.2 +4.1 -0.80 0.560
postquirtirgico
Dia 30
10.2 +2.9 12.6 +3.8 -2.40 0.062
postquirtrgico

Se observé una diferencia de medias de 0.733 en la cifra de presion intraocular entre los grupos en
el dia 7 postquirtirgico, con una p= 0.267. Asimismo, se registré una diferencia de 0.733 en el dia 30
postquirtirgico, con una p= 0.288. Nuevamente, no se observo significancia estadistica entre los
grupos (Tabla 3).

Tabla 3. Medias de puntajes segtin la escala de Wiirzburg.
Table 3. Mean scores according to the Wiirzburg scale.

Evaluacion Bromfenaco Dexametasona Diferencia de P
postquirargica n=15 n=15 medias
Dia 7 7.5+2 6.8 £1.6 0.733 0.267
postquirtargico
Dia 30 7.2+1.7 6.5+2 0.733 0.288
postquirtargico

Los resultados revelaron una frecuencia de buen prondstico (puntuacion en la escala de Wiirzburg
> 6) en 13 ojos (86.7 %) en el grupo tratado con bromfenaco 0.9 mg/ml, y en 11 ojos (73.3 %) en el
grupo tratado con dexametasona 1.0 mg/ml. Esta diferencia no mostré significancia estadistica, con
una p=0.651, como se puede observar en la tabla 4. Por todo lo anterior, se determiné que la eficacia
relativa de bromfenaco en comparacién con la dexametasona es de RR = 1.18, con un IC del 95 %
(0.82-1.70) (Tabla 5).
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Tabla 4. Frecuencia de pronosticos por grupos segtin escala de Wiirzburg,
Table 4. Frequency of prognoses by groups according to the Wiirzburg scale.

Pronostico Bromfenaco Dexametasona Total
n=15 n=15
Bueno 13 (86.7 %) 11 (73.3 %) 24 (80-0 %)
Malo 2 (13.3 %) 4 (26.7 %) 6 (20.0)

Tabla 5. Eficacia y riesgo relativo segtin los grupos de estudio.
Table 5. Efficacy and relative risk according to the study groups.

Porcentaje IC
RA control 73.3 % 51.0295.7 %
RA experimental 86.7 % 69.5 % a 103.9 %
RR 1.18 0.82a1.70
RRR 18.2 % -17.7 % a 70.1 %
RAR 13.3 % -14.9 a 41.6 %
NNT 8 -7a2

IC=Intervalo de confianza; RA control=riesgo absoluto control; RA experimental=Riesgo absoluto
experimental; RR=Riesgo relativo; RRR=reduccién de riesgo relativo; RAR=diferencia de riesgo absoluto;
NNT=numero necesario para tratar.

Hasta donde sabemos, este es el primer estudio que informa sobre los resultados del uso de
bromfenaco 0.9 mg/ml como antiinflamatorio después de la cirugia de facotrabeculectomia y
compara el pronostico funcional de la cirugia con el uso de dexametasona 1.0 mg/ml, iniciando el
tratamiento de manera prequirdrgica en ambos grupos. En este estudio, nos enfocamos en el uso de
bromfenaco 0.9 mg/ml administrado 7 dias antes de la cirugia de facotrabeculectomia y se continué
durante 1 mes completo después de la misma, de la misma manera que se realizd con el grupo de
comparacion de dexametasona 1.0 mg/ml.

En ambos grupos se encontrd un buen control de la presiéon intraocular en cada visita médica, con
una ligera predominancia en el grupo de bromfenaco 0.9 mg/ml, donde se observaron cifras mas
bajas de presion intraocular como se encontré en el estudio de Levkovitch y cols (Levkovitch-Verbin
et al., 2013). En cuanto al prondstico de la permeabilidad de la ampolla de filtracién segtn el puntaje
promedio de la escala de Wiirzburg, se mostr6é un puntaje promedio de buen prondstico mayor en
el grupo de bromfenaco, y un puntaje promedio de mal prondstico menor en el mismo, en
comparacion con el grupo de dexametasona, de esto no se encontrd algo similar en la literatura. A
pesar de esto, se encontré que en ambos grupos hubo una predominancia de buen pronostico de
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éxito quirdrgico en comparacion con el prondstico de fracaso, aunque fue ligeramente mejor en el
grupo de bromfenaco.

! Group
—

—

Cifra de presién intraocular (mmHg)

Prequirdrgica TPO 30PO

Momento de toma de presion intraocular

Figura 1. Distribucién lineal de tomas de presion intraocular.
Figure 1. Linear distribution of average intraocular pressure measurements.

4. Conclusiones

En conclusion, nuestro estudio muestra que el uso de bromfenaco 0.9 mg/ml administrado
antes y después de la cirugia de facotrabeculectomia en pacientes con glaucoma mejora la
inflamacion y cicatrizacion en la ampolla filtrante, lo que se traduce en un mejor control de la presion
intraocular y un prondstico funcional de la cirugia mas favorable. En cada medicion de la presion
intraocular en los diferentes momentos postoperatorios, el grupo de bromfenaco mostré un mayor
control en comparacion con el grupo de dexametasona. Sin embargo, es importante mencionar que
ambos grupos presentaron un control similar y la diferencia en la eficacia de los dos farmacos no fue
significativa. Los resultados obtenidos no son concluyentes, por lo que se sugiere realizar mas
estudios para determinar las ventajas entre el uso de estos dos farmacos y su posible asociaciéon con
el tratamiento previo utilizado por los pacientes, con el objetivo de lograr una mejor estandarizacion
de los resultados. Ademads, hubiera sido recomendable utilizar un mayor niimero de ojos en la
muestra para obtener resultados mas significativos.
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Resumen

Uno de los principales objetivos de la extraccion de ADN es obtener material con alta pureza y en
cantidad suficiente. Se han reportado métodos para aislar ADN total a partir de tejido foliar de
Phaseolus vulgaris. Sin embargo, la alta variabilidad genética, la cual se manifiesta en diferentes
capacidades de acumulacion de carbohidratos y compuestos fendlicos, dificulta los procesos de
extraccion de ADN. En el presente estudio se evaluo la eficiencia de extraccion de ADN foliar de dos
métodos basados en el uso de CTAB. Se usaron dos métodos: método 1, el cual incluyd el uso de
Proteinasa Ky RNAsa y el método 2, sin las enzimas. El método 1, permiti6é obtener entre 115.55 y
1138.23 ng/uL. de ADN, en cambio el método 2, permitié obtener mayor cantidad de ADN, entre
354.90 y 2513.10 ng/uL. La amplificacién por PCR de marcadores ISTR gener6 bandas mejor resueltas
en las muestras de ADN obtenidas con el método 2 que con el método 1. El método 2 es efectivo y
econdmico para obtener ADN en cantidad y calidad adecuadas de genotipos silvestres de P. vulgaris,
que puede ser usado en estudios moleculares.

Palabras clave: proteinasa K, frijol comun silvestre, enzimas, ADN, pureza.

Abstract

One of the main objectives of DNA extraction is to obtain material with high purity and in sufficient
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quantity. Methods to isolate total DNA from leaf tissue of Phaseolus vulgaris have been reported.
However, the high genetic variability, which manifests itself in different carbohydrate and phenolic
compound accumulation capacities, makes DNA extraction processes difficult. In the present study,
the leaf DNA extraction efficiency of two methods based on the use of CTAB was evaluated. Two
methods were used: method 1, which included the use of Proteinase K and RNAsa, and method 2,
without the enzymes. Method 1 yielded between 115.55 and 1138.23 ng/uL of DNA, whereas method
2 yielded more DNA, between 354.90 and 2513.10 ng/uL. PCR amplification of ISTR markers
generated better resolved bands in the DNA samples obtained with method 2 than with method 1.
Method 2 is effective and economical for obtaining DNA in adequate quantity and quality from wild
genotypes of P. vulgaris, which can be used in molecular studies.

Keywords: proteinase K, wild common bean, enzymes, DNA, purity.

1. Introduccion

El género Phaseolus es originario del Continente Americano, comprende alrededor de 70
especies (Saburido y Herrera, 2015; Freytag y Debouck, 2002), de las cuales 50 se encuentran en
Meéxico (Pech, 2020). Actualmente cinco especies han sido domesticadas y se cultivan en mayor o
menor grado en todo el mundo, estas son Phaseolus vulgaris L., P. lunatus L., P. coccineus L., P.
acutifolius A. Gray, y P. polyanthus Greenman (Mateo, 2016). La especie mas importante del género,
en términos econémicos, alimenticios, agronémicos, y sociales es el frijol comun (Phaseolus vulgaris)
(CEDRSSA, 2019). En este sentido, en México, el frijol comtn se encuentra distribuido desde el norte
del estado de Chihuahua hasta el sur del estado de Chiapas, a lo largo de la sierra madre Occidental
y en el Eje Neovolcanico del centro de México (Saburido y Herrera, 2015; Freytag y Debouck, 2002).

En el centro-norte de México, en el estado de Durango, crecen poblaciones silvestres de P. vulgaris
en condiciones semidridas, de menos de 35 mm de precipitacion anual y altitudes de 2200 m
(Wallander et al., 2022). Estas condiciones contrastan con las que predominan en el sur del estado de
Chiapas, donde la precipitacion anual alcanza hasta 2000 mm a altitudes de 800 msnm, en donde
también se encuentran poblaciones silvestres de frijol comun (Freytag y Debouck, 2002; Debouck,
2020). Esta capacidad de crecer bajo condiciones ambientales tan variables sugiere que P. vulgaris
tiene una capacidad bioldgica sobresaliente sustentada en una importante variabilidad genética
(Rios et al., 2014; Curay, 2019). No obstante, para este tipo de estudios (variabilidad genética) el
aislamiento de ADN se debe realizar mediante un protocolo que permita obtenerlo en cantidades
suficientes y con alta pureza. Diversos laboratorios han estandarizado sus propios métodos de
extraccion segun la especie a estudiar, asi mismo, algunos otros emplean kits comerciales que
garantizan el aislamiento de ADN a partir de una amplia gama de especies. Sin embargo, el costo es
elevado y no siempre se obtiene la cantidad y la calidad adecuadas. Los diferentes métodos que
existen para aislar ADN total de especies vegetales, utilizan el cloroformo y el etanol como solventes
organicos y después se purifica el ADN presentando la desventaja de ser complicados y su
realizacion requiere periodos largos de tiempo (Reyes, 2014).

Actualmente, se usa el detergente cationico bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) como
componente de los reguladores de extraccion de ADN en sustitucion del detergente dodecilsulfato
de sodio (SDS) por medio del cual Shagai et al. (1984) amplificaron y redujeron el tiempo empleado
para aislar ADN de especies vegetales. El CTAB precipita los dcidos nucleicos en presencia de
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concentraciones bajas de cloruro de sodio, reduciendo la precipitacion de polisacaridos y proteinas
contaminantes (Shagai et al., 1984; Reyes et al., 2011).

Se han reportado métodos para aislar ADN total a partir de tejido foliar de P. vulgaris de algunas
variedades (Miranda et al., 2006; Castellanos et al., 2017) y formas silvestres (Lépiz et al., 2010;
Wallander ef al., 2022). Sin embargo, dada la alta variabilidad genética reportada para esta especie
(Castellanos et al., 2017), que se puede manifestar en diferentes capacidades de acumulacién de
carbohidratos y compuestos fendlicos en los tejidos, los cuales dificultan los procesos de extraccion
de ADN (Rojas et al., 2014; Aboul y Oraby, 2019), es importante evaluar la eficiencia de esos métodos
para diferentes genotipos de P. vulgaris. El objetivo del presente estudio fue evaluar la eficiencia de
extraccion de ADN foliar de dos métodos basados en el uso de CTAB, en 10 formas silvestres de P.
vulgaris.

2. Materiales y métodos

2.1 Materiales

Las semillas de diez formas silvestres del estado de Durango, México, se recolectaron de siete
municipios en el afio 2017. Diez semillas de cada forma silvestre obtenidas de diferentes municipios
del estado de Durango (Fig. 1) se germinaron, posteriormente se recolecté de manera individual el
material foliar de las plantulas de entre 20 y 35 dias posteriores a la germinacion para extraer el ADN
por el método de CTAB descrito por Coelho et al. (2009).
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Figura 1. Mapa de los municipios donde se colectaron las semillas de las formas silvestres de Phaseolus vulgaris
de Durango, México, analizadas en el presente estudio.

Figure 1. Map of the municipalities where the seeds of the wild forms of Phaseolus vulgaris from Durango,
Mexico, were analyzed in the present study.
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2.2 Métodos

2.2 Extraccion de ADN

La extraccién del material genético se realizé de acuerdo a la metodologia reportada por
Coelho et al. (2009).

2.2.1 Método 1: agregando Proteinasa K y RNAsa

El ADN total se extrajo a partir de 100 mg de tejido foliar. Se prescindio del primer paso del
protocolo de Coelho et al. (2009), que era la pulverizacién del tejido foliar con nitrégeno liquido. Los
tejidos se homogeneizaron en 800 uL de regulador de extraccion [CTAB al 2 %, NaCl 1.4 M, Tris-HCl
10 mM, pH 8.0, EDTA 20 mM, 2-mercaptoetanol al 2 %, y polyvinylpyrrolidone (PVP peso molecular
40 000) al 3 %]. Después, se agregaron 2 pL de Proteinasa K, y las muestras se incubaron a 37 °C por
30 min. Posteriormente, las muestras se incubaron a 65 °C durante 60 minutos. Después, las muestras
se combinaron con 600 pL de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), se agitaron y se centrifugaron (10
000 rpm durante 10 min, a temperatura ambiente). El sobrenadante, fase acuosa conteniendo el ADN
disuelto, se recupero6 y se volvié a fraccionar con cloroformo: alcohol isoamilico. La fase acuosa
resultante se recuperé y combiné con 500 pL de isopropanol frio y se incubé durante 30 min a -20 °C
para precipitar el ADN. Se centrifugoé (10 000 rpm durante 10 min), se descart6 el sobrenadante, la
pastilla conteniendo el ADN se resuspendié en 300 uL de TE (Tris 10 mM, pH 8.0, EDTA-Na 1.0
mM), y se agregaron 150 uL de NaCl 5.0 M. Después, se adicionaron 900 uL de etanol absoluto frio.
Después de incubar a -20 °C durante 30 minutos, las muestras se centrifugaron a 10 000 rpm durante
10 minutos. Se descarté el sobrenadante y la pastilla se lavé con 500 pL de etanol al 75 %. Se repitio
el altimo paso de lavado con etanol al 75 %. Estos dos lavados con etanol fueron adicionales al
protocolo original de Coelho et al. (2009). Después de centrifugar (10 000 rpm durante 10 min), el
sobrenadante se descarto, la pastilla de ADN se dejo secar a temperatura ambiente, y se resuspendid
en 50 pL de TE y 2 pL. de RNAsa.

2.2.2 Método 2: sin agregar Proteinasa Ky RNAsa

En este protocolo se elimind del método original de Coelho et al. (2009) el paso de agregar los
2 uL de Proteinasa K después de agregar el buffer de extraccion. Ademas, se eliminé el ultimo paso
donde se agrega la RNAsa, al final, después de centrifugar en el ultimo lavado, el sobrenadante se
descartd, la pastilla de ADN se dejo secar a temperatura ambiente, y se resuspendi6 en 50 uL de TE.
Los efectos de la Proteinasa K ayuda a digerir proteinas y eliminar contaminantes que pueden
degradar el ADN y el ARN durante la purificacion, y la enzima RNAsa permite que el ADN extraido
quede limpio de ARN, lo que hace es catalizar la degradaciéon del RNA en componentes mas
pequerios (Fernandez, 2023).



Wallander-Compedn et.al TECNOCIENCIA CHIHUAHUA, Vol. XVIII (1) e 1374 (2024)

2.2.3 Cuantificacion, pureza y evaluacion del tamafio molecular y de la integridad
del ADN obtenido

La cuantificaciéon de ADN obtenido se realiz6 de manera espectrofotométrica. Se tomaron 2 pL.
de cada solucién individual de ADN. Se registraron los valores de absorbancia a 260 y 280 nm, con
los cuales se estimo la cantidad de ADN presente en cada muestra (Chan ef al., 1992). La pureza del
ADN obtenido para cada muestra se evalud con métodos espectrométricos de acuerdo a Sambrook
et al. (2001). Se registraron los valores de absorbancia a 260 y 280 nm y se calcularon los valores de la
relacidon Azeo/A2xs0. Valores de esas proporciones iguales o mayores de 1.7 indicaron que el ADN se
encontraba lo suficientemente libre de proteinas para poder ser amplificado por PCR. La evaluacion
del tamafio molecular y de la integridad de las muestras de ADN se realiz6 por electroforesis en
geles de agarosa (0.8 %), de acuerdo con Andrews (1994). La electroforesis se desarroll6 a 70 volts.
Los geles se tinieron con Syber Green.

2.2.4 Amplificacion del ADN obtenido por PCR

Para determinar que las muestras de ADN obtenido podian ser amplificadas, se utilizé un par
de iniciadores de marcadores ISTR (Inverse Sequence Tagged Repeat, por sus siglas en inglés, en
espafiol “Secuencias Inversas, Etiquetadas y Repetidas) (De Jesus et al., 2011). La amplificacion de
loci ISTR se realizé de acuerdo con el método de Osorio et al. (2006), con los iniciadores F9
(TTACCTCCTCCATCTCGT) y B8 (ATACCTTTCAGGGGGATG). Para cada muestra individual se
preparo una mezcla de reaccién conteniendo los iniciadores F9 y B8 a 10 mM, 3 yL de regulador de
la enzima Taq polimerasa, 1.2 pL de una solucién de MgCl: 50 mM, 0.5 uL de la mezcla de
nucledtidos 10 mM, 0.3 pL de Taq polimerasa 1U, ADN molde a 25 nM, y agua para ajustar el
volumen de reaccién a 20 pL. Las condiciones de amplificacidon fueron las siguientes: un primer ciclo
de desnaturalizaciéon a 95 °C durante 3 min; 40 ciclos, comprendiendo un paso de desnaturalizacion
a 95 °C durante 30 segundos, uno de alineacién a 45 °C durante 1 min, y uno de extension a 72 °C
durante 2 min; finalizando con 10 min a 72 °C. Las bandas amplificadas se visualizaron en un gel de
poliacrilamida al 5 %.

2.3 Diseno experimental y analisis de datos

Los datos se sometieron a analisis de varianza y prueba de discriminacion de medias de Tukey
(P <0.05), se calcularon coeficientes de variaciéon (Gutiérrez 1996), para determinar la contribucion
de la diferenciacion entre poblaciones silvestres de frijol comtn a la concentracion y pureza del ADN,
se sometieron a la prueba de analisis de componentes principales (PCA) utilizando el programa
XLSTAT version 2021 2.2 (Addison, 2024).
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3. Resultados y discusion

3.1 Extraccion de ADN

Los valores de Azso, A2s0 y Azso2s0 aislado de cada una de las 10 formas silvestres de frijol comun
con cada uno de los dos métodos evaluados se muestran en la Tabla 1. Se ha reportado que valores
de la relacion Azeo/A2s0 mayores o iguales a 1.7 representan muestras de ADN con pureza adecuada
(Reyes et al., 2011; Guzman et al., 2018), las cuales se pueden utilizar en la mayoria de las técnicas
moleculares. De acuerdo con los resultados obtenidos (Tabla 1), el 40 % de las muestras de ADN
extraidas con el método 1 cumplid con esa consideracion de pureza, mientras que el 100 % de las
muestras obtenidas con el método 2 alcanzaron el valor de pureza sefialado. Sin embargo, todas las
muestras obtenidas con los dos métodos evaluados pudieron ser amplificadas con los iniciadores de
ISTR usados, como se mostrara mas adelante. Los resultados del presente estudio sugieren que los
requerimientos de pureza de muestras de ADN podrian en realidad ser mas amplios. Los valores de
pureza de los ADN de las 10 formas silvestres, obtenidos con el método 2 fueron mas altos que el
valor de pureza reportado por Reyes et al. (2011) para P. vulgaris cultivado (Aze0/A2s0 = 1.65).

Tabla 1. Valores promedios (n=10 + desviacion estandar?) de Ao, A2s0, A2e0/250 de 10 formas silvestres de
Phaseolus vulgaris, obtenido con dos métodos de extraccién modificados del de Coelho et al. (2009).

Table 1. Average values of Azo, Azso, Azopso of 10 wild forms of Phaseolus vulgaris, obtained with two
extraction methods modified from that of Coelho et al. (2009).

Forma Silvestre = Abs260 Absaso Absaso/2s0
Método 1

El Mezquital 0.73 £0.14 bede 0.37 £ 0.07 bed 1.98 + 0.03 ab
Suchil 1 0.82 £ 0.50 bede 0.44 £ 0.24 bed 1.91+0.09 ab
Suchil 2 1.13+0.63 bed 0.58 £ 0.28 abc 1.85+0.26 ab
Nombre de Dios  0.81 +0.52 bede 0.43 +0.24 bed 1.78£0.25b
Canatlan 0.43 +0.37 cde 0.29 +0.25 bed 1.49+0.02 ¢
Nuevo Ideal 0.40 £0.29 cde 0.28 £0.21 bed 1.43+0.06 ¢
Pueblo Nuevol  0.53 £0.37 cde 0.36 £ 0.25 bed 1.49+0.07 c
Pueblo Nuevo2 0.18+0.11e 0.12 +0.07 cd 1.46+0.12 ¢
San Dimas 1 0.11+0.06 e 0.070.03d 1.44+0.19 ¢
San Dimas 2 0.19+0.08 de 0.12 £0.05 cd 1.56 +0.09 ¢
Método 2

Sachil 1 0.88 +0.28 bede 0.46 +0.13 bed 1.90+0.13 ab
Suchil 2 2.02+0.36 a 0.99+0.17 a 2.03+0.02 a
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Nombre de Dios  1.03 +0.26 bed 0.55+0.68 bc 1.86 +0.06 ab
Canatlan 1.56 +0.88 ab 0.77 £0.43 ab 2.02+0.03 a

Nuevo Ideal 1.07 + 0.31 bed 0.54 +0.14 bc 1.97 +0.09 ab
Pueblo Nuevo1l  0.77 +0.24bcde 0.39 £ 0.11 bed 1.94 +0.09 ab
Pueblo Nuevo2  0.57 +0.24 cde 0.29 £ 0.12 bed 1.91 +0.05 ab
San Dimas 1 0.29+0.21 de 0.16 £0.11 cd 1.77+0.16 b

San Dimas 2 1.04 + 0.25 bed 0.54 +0.14 bc 1.90 + 0.08 ab
Suchil 1 1.28 + 0.60 abc 0.65 +0.30 ab 1.94 +0.02 ab

Media + desviacion estandar, n= 10, por cada forma silvestre. Diferentes letras indican diferencias
significativas entre las poblaciones P<0.05 (prueba de Tukey).

3.1.1 Cuantificacion del ADN obtenido

En la Fig. 2 se presentan las diferencias significativas en la concentracién de ADN obtenido
para cada una de las 10 formas silvestres de frijol comtin con los dos métodos evaluados. Se observa
que el método 2 permiti6 obtener entre 185.90 ng/uL para la forma silvestre de Pueblo Nuevo 2, y
2513.10 ng/uL para la forma de Stichil 1, mientras que el método 1 permitié obtener entre 130.10
ng/uL para la poblacion San Dimas 1, y 1502.40 ng/pL para la forma Stichil 2. La cantidad obtenida
de ADN fue muy variable entre las formas silvestres, lo cual se puede deber a los diferentes
contenidos de compuestos fenolicos que cada una de ellas acumula, como fue corroborado por
(Wallander et al. 2022). Sin embargo, el método 2 permiti6 obtener mayores concentraciones de ADN
que el método 1 en el 70 % de las muestras.

Se ha reportado que las cantidades de ADN requeridas para llevar a cabo estudios moleculares
varian entre 20 y 50 ng/uL (Mellado, 2020). Como se observa en la Fig. 2, las cantidades obtenidas
con ambos métodos para las 10 formas silvestres fueron mayores que esos valores.

El protocolo de extraccion 2 permitié obtener cantidades mayores de ADN que el método 1 (Fig. 2),
y esos ADN tuvieron una pureza también mayor que los obtenidos con el método 1 (Tabla 1). El
método de CTAB de Coelho et al. (2009) fue utilizado para obtener ADN de Phaseolus vulgaris
cultivado por Reyes et al. (2011); estos autores obtuvieron una cantidad de ADN superior a
cualquiera de las obtenidas en el presente trabajo (3996.249 ng/uL).
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Figura 2. Concentracién de ADN obtenido de tejido foliar de 10 formas silvestres de frijol comtin (Phaseolus
vulgaris) de Durango, México. M1: método; agregando Proteinasa K y RN Asa. M2: método sin agregar enzimas.
Diferentes letras indican diferencias significativas entre las poblaciones P<0.05 (prueba de Tukey), las barras de
error son + DS,

Figure 2. Concentration of DNA obtained from leaf tissue of 10 wild forms of common bean (Phaseolus
vulgaris) from Durango, Mexico. M1: method; adding Proteinase K and RNase. M2: method without adding
enzymes. Different letters indicate significant differences between populations P <0.05 (Tukey’s test), error bars
are = SD.

3.1.2 Coeficiente de variacion

El coeficiente de variaciéon mas bajo en la eficiencia de extraccidon entre formas silvestres de
frijol comun fue en el método 1 (Tabla 2); para concentracion Stchil 2 (1.24 %) y San Dimas 2 (9.08
%), y para pureza Canatlan (0.48 %) y Suchil 2 (1.43 %), en el método 2; para concentracién Stchil 1
(4.18 %), Stchil 2 (6.57 %) y San Dimas 1 (9.73 %) y Nuevo Ideal (4.85 %), y para pureza para San
Dimas 2 (0.82 %), Stichil 1 (1.07 %), Nombre de Dios (2.25 %), Pueblo Nuevo 1(2.23 %), Stchil 2 (4.04
%), Nuevo Ideal (4.25 %). De los métodos probados, recomendamos utilizar el método 2. Estos
resultados son ampliamente aplicables para estudios de laboratorio en ISTR. Las recomendaciones
también se pueden utilizar para informar la eleccion de la metodologia para los estudios de campo.
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Tabla 2. Coeficiente de variacién (CV, %) de la concentracién y pureza del ADN
Table 2. Coefficient of variation (CV, %) of the concentration and purity of DNA

Concentracion
Pureza

Forma silvestre (ng/uL) Ao/ Azso
Meétodo 1
El Mezquital 18.70 1.39
Suchil 1 34.36 3.88
Suchil 2 1.24 1.43
Nombre de Dios 63.35 3.38
Canatlan 14.29 0.48
Nuevo Ideal 21.71 6.09
Pueblo Nuevo 1 13.30 5.94
Pueblo Nuevo 2 10.88 2.74
San Dimas 1 38.58 4.31
San Dimas 2 9.08 7.11
Método 2
El Mezquital 14.02 8.87
Suachil 1 4.18 1.07
Stchil 2 6.57 4.04
Nombre de Dios 13.41 2.25
Canatlan 14.16 5.80
Nuevo Ideal 4.85 4.25
Pueblo Nuevo 1 23.51 2.23
Pueblo Nuevo 2 20.51 11.27
San Dimas 1 9.73 4.45
San Dimas 2 22.93 0.82

N= 10, Coeficiente de variacion (Angel, 1996)
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3.2 Evaluacion del tamafno molecular y de la integridad del ADN obtenido

La integridad de ADN se visualiz6 en geles de agarosa al 0.8 %. Los resultados mostrados en
la Fig. 3 indican que una mayor degradacion del ADN se produjo con el método 2, como lo indicé la
presencia de un fondo fluorescente a lo largo de los carriles, en las muestras de ADN obtenidas con
ese método. Los resultados de la Fig. 3 también indican que los dos protocolos de aislamiento
evaluados permitieron obtener ADN de alto peso molecular a partir de tejido foliar de frijol comun
silvestre.

Nombre de Dios Nuevo |deal Bl Salto SanDimas1 San Dimas 2
M2 M1 M2 M1 M2 M1 M2 M1 M2 M1

f‘.' .

—_—

'» - w— Y——-—_____

Figura 3. Integridad del ADN de cinco formas silvestres de Phaseolus vulgaris obtenido con los dos
métodos evaluados. M1: método 1, M2: método 2. (Descrito en materiales y métodos).

Figure 3. DNA integrity of five wild forms of Phaseolus vulgaris obtained with the two methods evaluated.
M1: method 1, M2: method 2. (Described in materials and methods)

3.3 Amplificacion del ADN obtenido por PCR

En la Fig. 4 se muestran, los resultados de la separacién electroforética en geles de acrilamida
al 6 % de la amplificacion de marcadores ISTR, revelados por la combinacion de iniciadores F9/BS,
de la forma silvestre de El Mezquital. Se observa que los ADN obtenidos con el método 2 generaron
perfiles de amplificacién formados por un mayor niimero de bandas, las cuales estuvieron mejor
definidas que con el método 1. Las bandas representaron secuencias ISTR de alrededor de 1000 y
1500 pb. Estos resultados sugieren que valores de pureza de ADN menores de 1.7 pueden ser
amplificados con los iniciadores de marcadores ISTR.

El método 2, modificado del de Coelho et al. (2009), simplifica a este ltimo en términos de uso de
reactivos y en pasos durante el desarrollo, por tanto, tiene un menor costo y tiempo. El método 2,
que prescinde de la adicién de enzimas puede ser usado para estudios de variabilidad genética de
formas silvestres de frijol comtin, empleando marcadores ISTR.

10
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Acrilamida al 6%

Figura 4. Amplificacion de los iniciadores F9/B8 de marcadores ISTR del ADN obtenido con los dos métodos
evaluados, de nueve individuos de la forma silvestre de El Mezquital de Phaseolus vulgaris. A) Método 1. Carril
1: marcador de tamafio molecular de 25pb. Carriles 1 a 10: individuos de la poblacion El Mezquital y B) Método
2. Carril 1: marcador de tamafio molecular 25pb. Carriles de 2 a 9: individuos de la poblacién, de El Mezquital.

Figure 4. Amplification of the F9/B8 primers of ISTR markers from the DNA obtained with the two methods
evaluated, from nine individuals of the wild form of Phaseolus vulgaris from El Mezquital. A) Method 1. Lane 1:
25pb molecular size marker. Lanes 1 to 10: individuals from the population, from El Mezquital and B) Method
2. Lane 1: 25pb molecular size marker. Lanes 1 to 9: individuals from the population, from El Mezquital

3.4 Analisis de Componentes Principales

Se determind la contribuciéon del comportamiento del coeficiente de variacion de la
concentracion y pureza del ADN por medio de un analisis de PCA. Un componente principal,
asociado con la pureza del ADN en el método 2, explico el 51.19 % de la varianza encontrada, el
Componente 2 explico el 48.81 % y se observo que esta asociado al coeficiente de variacion de la
concentracion obtenida por medio del método 1 (Fig. 5).

11
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Figura 5. Resultados del analisis de agrupamiento basados en los resultados del coeficiente de variacion de
la concentracion de ADN (ng/lL) y la pureza (Aze0/2s0) de formas silvestres de frijol comtin de Durango, México.

Figure 5. Results of clustering analysis based on the results of the coefficient of variation of DNA
concentration (ng/|L) and purity (Azs0/2s0) of wild forms of common bean from Durango, Mexico.

4. Conclusiones

Se concluye que las modificaciones que se hicieron al método de Coelho et al. (2009), minimiza
costos ya que se prescinde de agregar el nitrogeno liquido para la pulverizacion de la muestra,
ademas de no incluir las enzimas Proteinasa K y RNasa. La cantidad y pureza del ADN obtenido
con ambas modificaciones en el método fue variable entre las diez formas silvestres de frijol comun
evaluados. Sin embargo, el método 2, el cual prescinde del uso de Proteinasa K y RNAsa permitié
obtener mayor cantidad y mejor pureza de ADN que el método 1 en todos los genotipos. A pesar de
que algunas muestras de ADN obtenidas con el método 1 no cumplieron con el valor estandar de
pureza, todas las muestras de ADN pudieron amplificarse con iniciadores de los marcadores
moleculares ISTR; sin embargo, las muestras obtenidas con el método 2 generaron un mayor niamero
de bandas y éstas se resolvieron mejor en los geles de acrilamida. Aunque fue variable entre
genotipos, el método 2 es mas eficiente, rapido y econdmico que el método 1 para obtener ADN de
los genotipos de frijol comtn analizados e idoneo para estudios moleculares.
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Resumen

El pasto Lobero es una especie nativa de gran importancia en zonas aridas y semiaridas del norte de
México. Por tal motivo, el objetivo fue explorar y realizar una caracterizacion estomatica en
poblaciones de pasto Lobero. 33 poblaciones en etapa fenologica madura fueron sujetas a estudio.
Las variables evaluadas fueron, nimero de estomas (NE), células epidérmicas (NC), area estomatica
(AE) e indice estomatico (IE) en la superficie adaxial (haz) y abaxial (envés) de la hoja. Los datos se
analizaron mediante un andlisis de varianza por bloques completamente al azar con cinco
repeticiones. Los resultados muestran que el pasto Lobero es una especie anfiestomatica y presenta
estomas de tipo Diacitico o cariofildceo. Lo que sugiere que la caracterizacion estomatica es una
técnica importante que nos brinda informacion valiosa sobre la estructura foliar de las especies

vegetales.

Palabras clave: caracterizacion estomatica, Muhlenbergia phleoides, anatomia foliar, ecologia
vegetal, especie nativa.
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Abstract

Wolfgrass is native species of great importance in arid and semiarid dreas of northern Mexico. For
this reason, the objetive was to explore and carry out a stomatal characterization in Wolfgrass
populations. 33 populations in mature phenological stage were subject to study. The variables
evaluates were number of stomata (NE), epidermal cells (NC), stomatal area (AE) and stomatal index
(IE) on the adaxial (beam) and abaxial (underside) Surface of the leaf. The data were analyzed using
a competely randomized block analisis of variance with five repetitions. The results show thet
Wolftail is amphiestomatic species and has diacitic or caryophylaceous type stomata. Which suggests
that stomatal characterization is an important technique that provides us with valuable information
about the leaf structure of plant species.

Keywords: stomatal characterization, Muhlenbergia phleoides, leaf anatomy, plant ecology, native
species.

1. Introduccion

Los pastizales son uno de los ecosistemas mas extensos a nivel mundial, abarcando
aproximadamente el 40 % de la superficie terrestre, con una extension de 3,500 millones de hectéreas
(Zhou et al., 2018). En México, los pastizales ocupan alrededor de 300,000 km?, lo que representa
aproximadamente el 16 % del territorio (Zermefio-Gonzalez et al., 2011), y en el estado de Chihuahua,
cubren el 24 % del territorio (INEGI, 2013). Sin embargo, estos ecosistemas estdn amenazados por
diversos factores, como la expansion de tierras de cultivo, el crecimiento urbano y el uso excesivo de
ganado, lo que resulta en la degradacion de la diversidad de pastos (Abdulahi et al., 2016; Bardgett et
al., 2021). Para proteger y mejorar los pastizales, se han empleado diversas técnicas, como la
rehabilitacion de pastizales, con el objetivo de aumentar la diversidad de especies y fomentar el
crecimiento de la vegetacion (Abdulahi ef al., 2016). Sin embargo, la investigacion para identificar
especies de pastos adecuadas para la resiembra se ha centrado principalmente en estudios de
caracterizacion morfoldgica y nutricional (Morales-Nieto et al., 2015, 2016).

Es importante considerar la seleccion de especies de pastos en funcion de su sistema estomatico, ya
que los estomas desempefian un papel crucial en la regulacion del balance de agua y la fotosintesis.
Por lo tanto, el conocimiento de la distribucién y densidad de los estomas puede proporcionar
informacién valiosa sobre la capacidad de establecimiento y productividad de las especies de pastos
(Lawson y Blatt, 2014; AlvareZ—Holguin et al., 2018). Alvarez—Holguin et al. (2018) llevaron a cabo una
caracterizacion detallada de la distribucion y densidad de estomas, asi como de la cantidad de
clorofila, en el pasto banderita (Bouteloua curtipendula). Sus conclusiones indican que los genotipos
con menor densidad estomadtica e indice estomatico, y mayor 4rea estomatica y concentraciéon de
clorofila, contribuyen a una mayor produccion de follaje. Estos hallazgos resaltan la importancia de
considerar la estructura estomatica al seleccionar especies de pastos para la rehabilitacion y mejora
de los pastizales.
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El pasto Lobero (Muhlenbergia phleoides) es una especie nativa que se encuentra en los pastizales del
norte de México. Se caracteriza por tener una altura promedio de planta de 58.47 cm y un didmetro
de macollo de 5.80 cm. Ademas, su contenido de proteina cruda varia entre 5.47 % y 10.22 %
(Marquez-Godoy et al., 2022). A pesar de su importancia, hay una falta de informacion sobre el
aparato estomatico de muchas especies de gramineas, lo cual es crucial para evaluar su rusticidad,
capacidad de establecimiento y produccion. Por este motivo, el objetivo de este estudio fue explorar
y realizar una caracterizacion estomatica en poblaciones de pasto Lobero en el estado de Chihuahua.

2. Materiales and métodos

2.1. Materiales

En el ano 2016, se recolectaron semillas de 33 poblaciones nativas de pasto Lobero en diferentes
municipios del estado de Chihuahua (Fig. 1). Cada ubicacién proporcioné aproximadamente 200 g
de semilla, representando asi la diversidad genética de las poblaciones estatales. La Tabla 1 ofrece
informacion sobre los municipios, coordenadas geograficas y las condiciones ambientales de cada

sitio de recoleccion.

Las semillas fueron almacenadas durante seis meses para inducir la ruptura de su estado natural de
latencia. Posteriormente, se sembraron en bolsas de poliuretano negro llenadas con suelo franco-
arenoso en condiciones de invernadero. Con el fin de mantener una densidad de poblacién uniforme,
se sembraron 25 semillas en cada maceta y se aplico riego cada tres dias para mantener el suelo
hiimedo. Tras 90 dias, se realiz6 un aclareo para dejar solo una planta por maceta. Luego, las macetas
fueron trasplantadas y conservadas ex situ en la zona agricola del poblado "El Vallecillo", municipio
de Chihuahua. El 4rea de estudio se caracteriza por presentar una temperatura anual promedio de
18 °C, una precipitaciéon media anual de 415.1 mm y una topografia mayormente plana (INEGI, 2015).
Después del trasplante, cada poblacion recibié 2 L de agua como Unico riego para asegurar su
establecimiento. Ademas, se protegi6 el drea experimental mediante la instalacion de cercas con
alambre de ptias para evitar el acceso del ganado y el pastoreo en la zona.
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Figura 1. Ubicacién de los 33 sitos de recolecta de semilla de pasto Lobero (Muhlenbergia phleoides) en el estado
de Chihuahua.
Figure 1. Location of the 33 Wolfstail (Muhlenbergia phleoides) seed collection sites in the state of Chihuahua.



Mirquez-Godoy et.al TECNOCIENCIA CHIHUAHUA, Vol. XVIII (1) e 1376 (2024)

Tabla 1. Caracteristicas de los 33 sitos de recolecta de poblaciones de pasto Lobero (Muhlenbergia phleoides) en el
estado de Chihuahua.

Table 1. Characteristics of the 33 collection sites of populations of Wolfstail Grass (Muhlenbergia phleoides) in the
state of Chihuahua.

Poblacion Precipitacion Temperatura Altitud Coordenadas Municipio
(mm) | (m) N O
3 502.8 15.8 1748 28217 106 1549  Santa Isabel
4 498.0 16.7 1818 28111 106 3449  Belisario Dguez.
5 496.7 16.0 1820 281812 1062850 Gran Morelos
6 496.7 13.7 1742 283016 1062852 Riva Palacio
7 496.7 13.7 1956 283116 1063428 Riva Palacio
8 478.1 14.2 2008 282938 1064138 Cuauhtémoc
10 415.1 18.0 1590 29535 1062113  Chihuahua
11 415.1 18.0 1781 29417 106 2527  Chihuahua
12 415.1 18.0 2297 29438 106 3546 Chihuahua
13 458.3 14.3 2019 29937 106 5030 Namiquipa
15 496.7 13.7 2077 283227 1062638 Riva Palacio
16 478.1 14.2 2281 28 24 46 107411  Cuauhtémoc
17 531.0 12.6 2013 284415 1073955 Matachi
18 489.6 13.1 2093 29716 1075513 Temosachi
19 734.5 10.7 2226 291919 108 818 Madera
20 734.5 10.7 2155 293423 108849 Madera
21 734.5 10.7 2167 292452 1075627 Madera
22 561.3 12.2 2227 292422 1074159 Gomez Farias
23 757.0 10.2 2248 294632 1073641 Ignacio Zaragoza
24 469.9 16.0 1819 26555 105475  SanFco. Del Oro
25 469.9 16.0 2208 26 51 34 106549  SanFco. Del Oro
26 490.8 17.8 2312 265722 1063230 Balleza
27 779.9 10.2 2403 26 50 48 107459  Guachochi
28 490.8 17.8 2415 2642 38 10654  Balleza
29 779.9 10.2 2498 26 57 41 107 847  Guachochi
30 779.9 10.2 2230 271857 1073052 Guachochi
31 738.6 11.0 2345 274211 1073541 Bocoyna
32 738.6 11.0 2367 275217 1073520 Bocoyna
33 511.0 13.7 2341 28532 107343  Guerrero
34 511.0 13.7 2162 281835 1072812 Guerrero
35 415.1 18.0 1606 29154 1061926 Chihuahua
36 415.1 18.0 2118 28254 106 1540 Chihuahua
37 415.1 18.0 1545 29167 106 2253  Chihuahua
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2.2. Métodos
2.2.1. Variables medidas

Se evaluaron la densidad estomatica (NE), el nimero de células epidérmicas (NC), el indice
estomatico (IE) por milimetro cuadrado (mm?) y el area estomatica (AE) en micrémetros cuadrados
(um?) (Alvarez—Holguin et al., 2018). Estas variables se midieron en cada una de las 33 poblaciones.
Para ello, se selecciond una hoja madura de cada planta. El método consistié en colocar una gota de
pegamento instantaneo Kola Loka® (Kola Loka SA de CV, México) en un portaobjetos.
Posteriormente, se presiond la hoja sobre la gota durante 30 segundos con ayuda de un borrador de
goma, y luego se despegd del portaobjetos. Estos procedimientos se llevaron a cabo en las superficies
del haz (adaxial) y envés (abaxial) de cada hoja. Las muestras se examinaron en condiciones de
iluminacién natural con la ayuda de un microscopio electrénico con un aumento de 40x, y se
capturaron imagenes de cinco campos 6pticos que tenian un area de 0.0945 mm?. Dentro de cada
imagen, se realizé un conteo de células epidérmicas (NC) y estomas (NE). A partir de estos conteos,
se calculd la densidad por milimetro cuadrado (mm?). El 4rea estomatica (AE) se determiné
utilizando tres estomas elegidos al azar de cada campo 6ptico, y se utilizo el software Zen 2 core para
la captura y andlisis de las imagenes. Por otra parte, el indice estomatico (IE) se calculd utilizando la
ecuacion %IE = [NE/(NC+NE)]*100, que representa el porcentaje de estomas con relacion al total de
células estomaticas y epidérmicas, segtn la propuesta de Wilkinson (1979). Las variables NE, NC, IE
y AE se calcularon por separado para el haz (adaxial) y envés (abaxial). Este procedimiento permitio
obtener datos detallados sobre la estructura y densidad de las células y estomas en ambas caras de la
hoja.

2.2.3. Métodos estadisticos

Los datos de las variables NE, NC, IE y AE fueron analizados mediante un analisis de varianza
por bloques completamente al azar con cinco repeticiones. Este analisis se realizé utilizando el
paquete estadistico SAS (2006), con un nivel de significancia de 0.05.

3. Resultados and discusion

El pasto Lobero exhibié una distribucién estomatica en ambas superficies de la 1amina foliar (Fig.
2), tanto en el adaxial (haz) como en el abaxial (envés), lo que lo clasifica como una especie
anfiestomatica. Alvarez—HoIguin et al. (2018) realizaron una caracterizacién estomatica en tres
variedades (Vaugh, Niner, El Reno) y dos genotipos (E-689 y E-592) de pasto banderita (Bouteloua
curtipendula), concluyendo que esta especie es anfiestomatica. Por otra parte, Trod et al. (2018)
analizaron la distribucién y densidad estomatica de Trichloris crinita y T. pluriflora, dos gramineas
anfiestomaticas perennes nativas de Argentina. La presencia de estomas en ambas caras de la hoja
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ofrece una ventaja significativa en condiciones de zonas aridas y semidridas, ya que permite un uso
eficiente del agua sin comprometer la tasa fotosintética (Reyes-Lopez et al., 2015). Bucher et al. (2017)
sefalaron que las especies anfiestomaticas prosperan en habitats secos y con alta radiacion solar
debido a su mayor eficiencia en el uso del agua. Ademas, la disposicion de estomas en ambas partes
de la hoja facilita una mayor transmisiéon de didéxido de carbono (CO2) a las células del mesofilo. Esto
permite que las plantas C4 mantengan su capacidad fotosintética incluso con los estomas cerrados,
lo que resulta en una mayor eficiencia en el uso del agua al reducir la pérdida por transpiracion
(Parkhurst et al., 1988; Klooster y Plamer-Young, 2004).

Figura 2. Distribucion de los estomas en ambas caras (adaxial y abaxial) del pasto Lobero (Muhlenbergia phleoides),

procedentes de Chihuahua, México.

Figure 2. Distribution of stomata on both sides (adaxial and abaxial) of Wolfstail Grass (Muhlenbergia phleoides),
from Chihuahua, Mexico.
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El rango promedio de estomas en la parte adaxial fue de 19 y 23 en la parte abaxial, presentando
diferencias significativas (P < 0.05) entre ambas (Tabla 2). La distribucién de los estomas en la ldmina
foliar es variable y depende de factores como las condiciones climaticas, radiacion solar,
disponibilidad de agua, concentracion de CO, altitud y especie (Woodward y Kelly, 1995; Reyes-
Lopez et al., 2015).

Tabla 2. Estadisticos simples para variables cuantitativas estomaticas de pasto Lobero (Muhlenbergia phleoides)
en el estado de Chihuahua, México.
Table 2. Simple statistics for quantitative stomatal variables of Wolfstail Grass (Muhlenbergia phleoides) in the

. . Desviacion Intervalo maximo- Coeficiente de
Variable Media , , . .
estandar minimo variacion (%)
Estomas 19.02 5.1 34.0-9.0 27.4
Células 87.0a 23.5 157.0-42.0 27.0
Area 299.4a 58.1 467.0-177.6 194
Haz estomatica
(hm?)
Indice 17.9a 2.8 25.9-11.2 15.5
estomatico
Estomas 23.0v 5.9 42.0-10.0 26.4
Células 116.00 27.1 200.0 - 54.0 234
Area 268.1b 49.5 4225-161.2 18.4
Envés estomatica
(um?)
Indice 16.4> 2.5 25.0-8.5 15.3
estomatico

state of Chihuahua, Mexico.

Medias con letras diferentes representan diferencia estadistica (P < 0.05)

Sin embargo, Sanchez y Aguirreola (1996) mencionaron que hay un mayor niumero de estomas en la
parte abaxial (envés) de las hojas, coincidiendo con los resultados obtenidos en el pasto Lobero.
Respecto a la clasificacion de los estomas segtn el nimero y disposicion de las células, se observo
que el pasto Lobero presenta estomas de tipo Diacitico o Cariofilaceo (Fig. 3). Este tipo de estomas se
caracteriza por tener dos células subsidiarias en forma arrifionada y se encuentran alineados con las
células epidérmicas. Los estomas son estructuras microscdpicas presentes en la epidermis de las hojas
de las plantas y son responsables de controlar el intercambio de vapor de agua y CO: entre la planta
y el medio ambiente (Bertolino et al., 2019). Ademas, seguin la teoria de difusién fisica, se ha
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demostrado en varias especies que un alto ntimero de estomas reduce el drea estomatica para
compensar la escasez de CO: (Haworth et al., 2013; Field et al., 2015; Bertolino ef al., 2019).

Figura 3. Estomas de tipo diacitico o cariofilaceo en pasto Lobero (Muhlenbergia  phleoides), procedentes de
Chihuahua, México.
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Figure 3. Diacitic or caryophylaceous type stomata in Wolfstail Grass (Muhlenbergia phleoides), from Chihuahua,
Mexico.

Por otro lado, el area estomatica fue mayor en la parte adaxial (299.4 mm?) que en la abaxial (268.1
mm?). El tamafio del estoma es una variable crucial para la fotosintesis, ya que un mayor tamafo
aumenta la absorcién de COz, beneficiando la produccién de biomasa y el crecimiento de la planta
(Alvarez-Holguin et al., 2018), siempre y cuando el agua no sea un limitante (Liu et al., 2019).
Finalmente, el indice estomatico, al igual que las demas variables, mostr6 un indice mayor enla parte
adaxial (17.9) que en la abaxial (16.4) del pasto Lobero. Alvarez-Holguin et al. (2018) encontraron que
tres variedades (Vaughn, Niner y El Reno) y dos genotipos (E-689 y E-592) de pasto Banderita
(Bouteloua curtipendula) presentaban un indice estomatico mayor en la parte abaxial (17.1) que en la
adaxial (14.9), resultados similares a los obtenidos en el pasto Lobero. El indice estomatico
proporciona informacion sobre la cantidad de estomas y células epidérmicas en una determinada
érea de la superficie foliar (Alvarez-Holguin et al., 2018). Esta variable es menos susceptible a los
factores mencionados, lo que permite comparar la densidad de estomas entre individuos de la misma
especie y entre diferentes especies de plantas, proporcionando informacién sobre sus adaptaciones

fisioldgicas y su respuesta a condiciones ambientales especificas (Croxdale, 2000; Wang et al., 2007).

4. Conclusion

El pasto Lobero se clasifica como una especie anfiestomatica debido a la presencia de estomas en
ambas superficies de la lamina foliar, tanto en el haz (adaxial) como en el envés (abaxial).

Se observo que los estomas y células epidérmicas presentaron un mayor niimero en la superficie
abaxial, mientras que el area e indice estomatico fueron mayores en la parte adaxial.

La caracterizacién estomdtica emerge como una técnica valiosa que proporciona informacion
detallada sobre la estructura de las especies vegetales, incluido el pasto Lobero. Esta informacion
puede ser de gran utilidad para comprender mejor su fisiologia y ecologia, lo que a su vez puede
contribuir a su adecuado manejo y conservacion.

Por lo tanto, se sugiere la realizacion de estudios adicionales sobre la eficiencia fotosintética del pasto
Lobero. Estos estudios podrian proporcionar una comprension mas completa de su funcionamiento
fisiolégico y su interaccion con el entorno, lo que ayudaria a disefiar estrategias mas efectivas para su
gestion y conservacion.
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Abstract

The continued input of nitrate (NOs) into groundwater is a global problem, mainly associated to
excess fertilizer and improper disposal of human and livestock waste. Nitrate accumulation in oxic
aquifers of semiarid areas makes these zones especially susceptible to pollution. Nitrate in Meoqui-
Delicias aquifer, located in an important irrigation district in Chihuahua, Mexico, was quantified in
2021 in 63 drinking water wells. Samples collected were analyzed in laboratory and results were
compared to 2003 and 2006 data available for those wells. Nitrate values varied from 0.7 to 23.2 mg/L
and 22 % of the wells contained NOs above drinking water guidelines (10 mg NOs-N/L). A low to
moderate nitrate pollution index (NPI) and a slight NOs-N variation with time was observed for most
wells. Values of NO3-N/Cl < 1.0 support an anthropogenic origin of nitrate. No association was found
between NO:-N and well depth. The most susceptible areas to nitrate contamination were identified
as those areas with high NOs-N and increasing concentration with time. The lack of a pattern of
contamination suggested leakage of manure leachate ata few points as the most likely contamination
source. The consistently high NOs-N content (>10 mg/L) in three deep wells constitutes a serious
concern.

Keywords: Nitrate pollution, irrigation, semiarid, water quality, manuere leachate, Chihuahua
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Resumen

La aportacion continua de nitrato (NOs) en aguas subterraneas es un problema mundial, asociado
principalmente al exceso de fertilizantes y a la disposicién inadecuada de desechos humanos y
ganaderos. En 2021 se cuantificd el nitrato en 63 pozos de agua potable del acuifero Meoqui-Delicias,
ubicado en un importante distrito de riego en Chihuahua, México. Las muestras colectadas fueron
analizadas en el laboratorio y los resultados se compararon con datos de 2003 y 2006 de los mismos
pozos. Los nitratos variaron de 0.7 a 23.2 mg/L; el 22 % de los pozos sobrepasaron la norma (10 mg
de NOs-N/L). Se observo un indice de contaminacidn por nitrato entre bajo y moderado y una ligera
variacion del NOs-N con el tiempo para la mayoria de los pozos. Valores de NOs-N/CI < 1.0 sugieren
origen antropogénico del nitrato. No se encontrd relacién entre NOs-N y la profundidad del pozo.
Las areas de alto contenido de NOs-N y concentracion creciente con el tiempo son las mas susceptibles
a la contaminacion. La falta de un patréon de contaminacidon sugiere que los residuos ganaderos
constituyen la fuente probable de contaminacién en algunos puntos. El constante y alto contenido de
NOs-N (>10 mg/L) en tres pozos profundos constituye una preocupacion.

Palabras clave: Contaminacion por nitratos, irrigacién, semiarida, calidad del agua, residuos
ganaderos, Chihuahua.

1. Introduction

The presence of groundwater nitrate (NOs) has been recognized as a global problem because of its
gradual increase in aquifers around the world (Galloway et al., 2008), its capacity to degrade drinking
water quality, and its ability to cause eutrophication to surface water bodies and to the ocean (Diaz
and Rosenberg, 2008; Hamlin et al., 2022). The main source of NOs in groundwater has been traced
back to an excess of N-fertilizer applied to crops, either in the form of mineral N-fertilizer or as
manure (Galloway et al., 2008; Vitousek et al., 2009; Bijay and Craswell, 2021). Fertilizers are often
applied to crops in excessive amounts or out of the appropriate season (Gomes et al., 2023).

Nitrate (NOs) is a highly stable and soluble ion under the oxic and alkaline conditions that prevail in
aquifers in arid and semiarid areas (Re et al., 2021). Under these conditions, NOs barely adsorbs or
precipitates, and thus accumulates in aquifers (Hansen et al., 2017; Xiao et al., 2022) where it may
remain in dissolved form for a long time (Gutiérrez et al., 2018; Mateo-Sagasta and Albers, 2018). In
arid and semiarid regions that have intensive agriculture and livestock farming a high content of NOs
is thus expected.

Since water quality of open aquifers under intense agricultural and livestock land use varies with
time, time series statistical methods have been a useful tool to determine and map its evolution and
to confirm statistically significant trends (Ducci et al., 2020; Hamlin et al.,, 2022). These methods
require a minimum of 8 to 10 measurements (e.g., years), an asset that many semiarid areas may not
have. Therefore, and in absence of a better alternative, information about the spatial NOs
concentrations and a rough estimation of their variation with time can be used to strategize water
management in agricultural and livestock areas lacking proper monitoring (Li et al., 2021), at least
until more data are gathered.
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Groundwater is the major source of drinking water in arid and semiarid areas. The gradual increase
of NO:s in the groundwater is an adverse finding since chronic ingestion of water containing high
levels of NOs is harmful to humans, especially to infants under 6 months, who may develop
methemoglobinemia or cyanosis (Panneerselvam ef al., 2020; Hamlin et al., 2022). The WHO limit for
drinking water is 10 mg NOs-N/L; however, threshold values lower than 10 mg NOs-N/L have been
proposed since human and environmental health complications starting at lower concentrations after
prolonged exposure, including 4.5 mg NOs-N/L (Panneerselvam et al., 2020) and 2 mg NOs-N/L
(Hamlin et al, 2022). Environmental impacts of NOs include a major role in stimulating
phytoplankton growth, which may result in eutrophication and the development of hypoxic zones
in oceans (Diaz and Rosenberg, 2008). To curb these negative effects on the environment, a threshold
concentration of 3 mg NOs-N/L has been proposed (USEPA, 2007).

The N-cycle is complex, which makes the origin of NOs difficult to pinpoint because of the many
possible natural or anthropogenic sources. Natural sources include atmospheric deposition and
dissolution of N-containing minerals. For most aquifers, these sources combined amount to a minor
contribution of the NOs compared with its anthropogenic sources. As a result, NOs is considered an
anthropogenic contaminant associated with an excess of N-fertilizer applied in agriculture (either
mineral fertilizer or manure) and domestic wastewater effluents (raw or treated wastewater and
septic tanks) (Mateo-Sagasta and Albers, 2018; Gutiérrez et al., 2022). A notable exception includes
arid regions where natural NOs deposits form in the subsurface of arroyo floodplains (Walvoord et
al., 2003; Linhoff, 2022). These natural deposits have a ratio NOs-N/CI > 1.5 and 65N (NOs) < 8 %eo.
(Linhoff, 2022). These deposits have been observed in several desert areas around the world,
including parts of the Chihuahuan Desert (Walvoord et al., 2003).

Besides contributing to aquifer contamination and eutrophication of surface waters, NOs from
agricultural non-point sources represents a loss of fertilizer resource and loss of profit to the farmer.
Therefore, management techniques that would minimize these losses are constantly sought (Rudolph
et al., 2015; Hansen et al., 2017; Sapkota et al., 2020). Another N compound generated in irrigated
agricultural fields is nitrous oxide (N20), a potent greenhouse gas that is cumbersome to measure
and thus scarcely reported (Sapkota et al. 2020). However, the amount of N that becomes N:O is
generally a small fraction of the amount of NOs formed (Millar et al., 2018).

If the content of NOs and other N-compounds in surface waters and soil is high, plants will absorb
the amount they need, a small part will become gases, and most of the remaining N-compounds will
infiltrate through the soil and into the underlying aquifer. The infiltration rate is a complex process
that depends on many factors, including the soil type, amount of nitrogen in soils, recharge of the
aquifer, and depth to water table. Nitrate leakage into groundwater is faster and easier through soils
of high permeability (Gomes et al., 2023). Because of their high solubility, NOs is easily carried by
infiltration water and becomes a common contaminant in oxic aquifers underlying agricultural and
livestock areas (Gutiérrez et al., 2018). An economically sustainable N-management is needed to
prevent NOs leakage to groundwater (Rudolph et al., 2015; Gutiérrez et al., 2018; Li et al., 2021; Hamlin
et al., 2022). Mechanisms that would naturally remove nitrate from the soil, surface water reservoirs,
and aquifers, include denitrification and ammonification, both occurring under reduced conditions
(Tesoriero et al., 2021; Gutiérrez et al., 2022). Among the most promising methods for reducing loss of
nitrogen in irrigated arid areas are the synchronization of fertilization to coincide with rapid plant
growth, slowly released fertilizer, and nitrification inhibition. For example, sensor technology can
match the application of fertilizer to the nutritional needs of the plant during the different growth
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stages, and inhibitors of biological nitrification are commercially available (Norton and Ouyang,
2019; Drazic et al., 2020). However, these novel methods may take years to become an across-the-
board procedure used by farmers.

The Meoqui-Delicias aquifer in northern Mexico underlies an irrigated agricultural area within the
Chihuahuan Desert. Like other semiarid agricultural areas (Mukherjee and Singh, 2021; Re et al., 2021;
Liu et al., 2022), high levels of nitrate (> 10 mg/L NOs-N) in wells within this aquifer have been
reported (Espino et al., 2007; Barrera, 2008; Rascon, 2011). Despite this, groundwater quality studies
of this region are scarce, and a temporal analysis has not been reported for this region, nor the
distribution of N-species (NOs, N2O, NHs, Norg).

Although an upward trend in NOs concentration is expected in this region due to its semiarid climate,
oxidizing conditions in the aquifer, and ongoing intense agriculture, this assumption needs to be
confirmed. The objectives of this study were to: (1) update the spatial distribution of NOs
concentrations for 2021 throughout the aquifer using data from 63 wells; (2) compare the 2021 NOs
values with those reported for these same wells in 2003 and 2006 to determine the variation with time
for each well and their possible source, and (3) plot the spatial distribution of NOs variation to
identify the most affected and at-risk areas.

2. Materials and methods

2.1 Description of study area

The Meoqui-Delicias aquifer underlies an irrigated agricultural region known as Distrito de Riego
005 in northern Mexico (Fig. 1). The climate is semiarid, with an average annual precipitation of 284
mm. The Meoqui-Delicias aquifer occupies a surface area of 4,830 km?, has a maximum thickness of
about 500 m and an average thickness of 300 m. The aquifer is composed of alluvial fill, a material of
medium to high permeability, which is mainly recharged at alluvial fans present at the base of the
hills rising on its western and eastern parts. This is primarily an open aquifer, but under clay lenses
it operates as a confined aquifer (Villalobos-Gutiérrez, 2021).

Recharge in the aquifer occurs naturally and induced. In the first case, rainwater is collected directly
in the valley area and through underground horizontal flows coming from the surrounding foothill
areas. The induced recharge comes from the infiltration of surplus irrigation water, which contains
both groundwater and surface water (CONAGUA, 2020). This component in the groundwater
balance represents an important contribution to the vertical flow that allows for the introduction of
solutes to the unsaturated and saturated zones of the aquifer.
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Figure 1. Location of the Meoqui-Delicias aquifer (blue line), Irrigation District 005 (black line) and sampled
wells (red dots).

Figura 1. Localizacién del acuifero Meoqui-Delicias (linea azul), Distrito de Riego 005 (linea negra) y pozos
muestreados (puntos rojo).

The irrigated area grows summer and winter crops. Summer crops include mainly alfalfa, pecan nut
and jalapeno pepper, and to a lesser extent onions, sorghum, and cotton. Winter crops consist of
mainly forage grasses. Pecan nut has gained relevance in the region, for which its production has
increased significantly in recent years. This crop requires basic fertilizers or macroelements, such as
nitrogen (N), phosphorus (P) and potassium (K) to improve yield levels and product quality. Pecan
producing orchards are applied 80 to 100 kg of nitrogen per hectare; a large quantity considering that
nitrogen applications by gravity irrigation incur in losses between 30 and 45 % of the fertilizer
(INIFAP, 2013). Both pecan nut and jalapefio peppers receive large amounts of nitrogen fertilizers,
which are applied through irrigation. Some common choices of fertilizer include organic fertilizers
as urea and manure, but also a wide variety of mineral fertilizers such as potassium nitrate, potassium
phosphonitrate, ammonium nitrate and ammonium sulfate (INIFAP, 2015).

Alfalfa is a crop that, through the symbiotic relationship with atmospheric nitrogen-fixing bacteria
of the genus Rhizobium, produces its own nitrogen compounds. However, significant amounts of
organic fertilizers are applied in the area to improve soil quality and to retain moisture, as well as
ammonium phosphate to improve productivity (Lara and Jurado, 2014).
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This area is also an important dairy producer nation-wide, with more than 100 farms housing over
72,000 dairy cows (Rivas et al., 2008, 2018). The dairy farms are scattered within the irrigation district
DR-005, mainly in the municipalities of Delicias, Rosales, Meoqui and Saucillo, in the central part of
the aquifer. Among these, there are large dairy cattle farms in which advanced technology is applied
for the handling of livestock and dairy. However, small dairy farming operations are common as well
(Barrera, 2008). The wastes generated by dairy farms are used to irrigate nearby fields (Rivas-Lucero
et al., 2018), which allows us to assume that large amounts of solid and liquid waste with high
nitrogen content are spread over the fields, and that a part of it may leach into the groundwater
(Rivas-Lucero et al., 2018).

In addition, domestic sewage was mostly discharged into streams with limited to no treatment. In
this regard, a previous study by Espino et al. (2007) found that 34 % of 134 wells in this area contained
high NOs concentration. A NOs-N source apportionment (manure, inorganic fertilizer, sewage) study
was conducted by Espino et al. (2011) using N-15 isotope analyses of 39 groundwater samples
corresponding to a small area of the study region. The results showed that 15 wells (38 % of total)
surpassed the drinking water limit of 10 mg/L NOs-N. Isotope analyses of 19 samples, including
urban and rural wells, found that mineral fertilizer was the source for NOs in 11 % of the wells,
sewage, and manure in 52 % of the wells, and a combination of fertilizer and sewage and manure in
37 % of the wells. In rural areas, the source was a mixture of fertilizer residues, whereas in urban
areas, the source for 90 % of the analyzed wells was organic wastes.

Based on the results obtained by Barrera (2008) and Rascon (2011), groundwater is primarily of Na-
Ca-SO+-HCO:s type. A Piper diagram (Fig. 2) shows the water composition of representative wells
that are classified according to their location within the aquifer. Only 25 out of the 63 wells are
included in Fig. 2 to allow a better visualization.

Well Location

® Julimes

Meoqui
* Delicias
v Saucillo
4 La Cruz

Figure 2. Piper diagram showing major ion composition of groundwater according to regions within the
Meoqui-Delicias aquifer.

Figura 2. Diagrama de Piper que muestra la composicion de iones mayores del agua subterranea por regiones
en el acuifero Meoqui-Delicias.
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2.2 Sampling and analysis

Groundwater from 63 wells were sampled from December 2020 to January 2021. The wells were
selected to match those previously studied by Espino et al. (2007), which had been originally selected
as to provide a good coverage of the area. Temperature, pH, and electrical conductivity were
determined in situ using a portable multi-parameter probe HANNA HI 9828 equipment. The TDS
values were obtained by direct conversion in this equipment based on the linear relationship between
both parameters. Samples were collected in 250 ml clean plastic bottles and kept cool during their
transport to the laboratory. Once in the laboratory, NOs-N concentrations were measured with a
Hach DR/890 colorimeter using the cadmium reduction method. In this method, NOs is reduced to
nitrite (NO2) and measured together as NOs+NO: (Villalobos-Gutiérrez, 2021). Due to the oxidizing
conditions in this and adjacent aquifers (Mahlknecht et al., 2008; Reyes-Gémez et al., 2015;
CONAGUA, 2022), the amount of NO: is about two orders of magnitude smaller than NOs, for which
(NO3s+NOz2) can be approximated to NOs. Chloride concentrations were determined by tritation using
the argentometic method (Secretaria de Economia, 2001). Blanks of three-distillated water were used
for equipment calibration and at least one out of every 10 samples were run in duplicate.

2.3 Data processing

The locations of the wells were plotted using ArcMap and nitrate isoconcentration lines were
constructed at 2 mg/L NOs-N interval for the 2021 data to show the spatial distribution of NOs-N
concentrations. To observe the evolution of this parameter over time, results obtained in the sampling
campaign carried out in January 2021 (2021 data) were compared with values reported by the
Comisién Nacional del Agua (CONAGUA) in 2003 and with samples collected in 2006 reported by
Barrera (2008) and Rascon (2011) for the same wells.

For temporal variations, the total number of samples was reduced from 63 to 60 after removing wells
missing a measurement. Each well was classified into one of five possible groups based on the slope
of the line obtained in the regression analysis applied to the variation in nitrate concentration with
respect to time: increase, minor increase, no change, minor decrease, and decrease. The small number
of available measurements (3) precluded a formal calculation of a trend, which requires a minimum
of eight measurements (Ducci et al., 2020). Therefore, a simplification was devised to provide an
estimation rather than a calculation of a concentration trend based on the regression coefficient of the
best-fitting line of NOs-N versus time graphs. The slope of its regression line was used as an indicator
value of the trend in the variation of the concentration.
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2.4 Nitrate Pollution Index

The Nitrate Pollution Index (NPI) for 2021 data was calculated according to the formula below
(Obeidat et al., 2012):

NP = C — HAV (1)
HAV

where C is the analytical concentration of nitrate in the sample and HAYV is the threshold value of
anthropogenic source (human affected value) taken as 4.51 mg/L NOs-N (20 mg/L NOs).
3. Results and discussion

The water quality results of the 2021 sampling campaign are listed in Table 1. Wells are labeled
with a letter corresponding to the nearest town (D for Delicias, ] for Julimes, LC for La Cruz, M for
Meoqui, R for Rosales and S for Saucillo) followed by a number.
Nitrate concentrations varied between 0.7 and 23.2 mg/L NOs-N and had an average of 7.5 mg/L NO:s-
N. Most of the wells (62 %) had a modest nitrate content, 22 % of the wells surpassed the WHO
guideline of 10 mg/L NO:-N, and 16 % had low values (< 3 mg/L NOs-N). These results agree with
the obtained NPI results, which show that the sampled wells cover all levels of pollution and overall
has a moderate NOs pollution, with 33.3 % of the wells having moderate to very significant NOs-N
concentrations. The NPI results are listed in Table 2. Another important observation from data in
Table 1 is the NOs-N /Cl ratio < 1 in all cases, which according to Linhoff (2022) relates nitrate with
an anthropogenic origin derived from human and animal manure.
Table 1. Water quality data of wells in the 2021 sampling campaign
Tabla 1. Datos de calidad del agua de los pozos en la campafia de muestreo 2021

TDS NOs>-N Cl  NOs- TDS NOs-N ClI  NOs-

Well T°C pH mg/lL mg/L mg/L N/CI Well T°C pH mg/L mg/L mg/lL N/CI
D119 182 71 1128 115 50 0.34 M23 187 8.0 690 170 52 0.27
D126 213 73 775  11.8 40 0.27 M24 219 74 539 114 36 0.15
D127 235 74 1333 8.0 221 0.05 M25 220 73 604 104 27 0.32
D129 261 6.4 784 232 66 0.23 M26 272 75 355 112 nd. n.d.
D130 182 73 2059 10.8 363 0.03 M27 277 71 675 158 nd. n.d.
D133 240 6.7 1307 201 87 0.13 M39 108 79 383 4.6 8 0.89
D134 247 75 862 9.8 nd. nd. M40 218 7.0 398 4.9 19 0.21
D136 257 72 863 7.0 nd. nd. M41 175 74 434 7.0 26 0.22
D137 200 7.3 519 5.9 8 0.93 M42 223 75 618 9.0 49 0.10
D138 214 6.0 1057 15.0 83 0.08 M43 243 74 727 5.1 46 0.12
D139 250 77 520 4.4 33 0.53 R2 224 74 587 5.4 59 0.20
J9 183 83 1056 0.7 149 0.03 R3 175 75 429 4.2 31 0.38
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710 229 71 1587 1.0
J11 231 75 1031 14
J12 23 71 1429 26
713 222 71 1429 27
J14 190 73 1221 44
J15 235 7.0 1193 24
J16 198 74 890 22
117 137 75 720 18
J18 255 72 840 52
LC63 186 73 762 66
LC65 219 78 914 35
LC67 216 72 739 52
LC69 251 74 884 6.2
M1 209 73 401 4.6
M5 245 83 469 3.6
M6 187 79 953 119
M19 141 80 701 89
M21 21 72 739 42
M22 252 75 842 34
M22-2 135 72 1000 2.5

273
118
108
101
85
106
52
78
66
101
n.d.
33
50
31
32
113
n.d.
52
36

27

0.03
0.02
0.04
0.06
0.07
0.09
0.03
0.04
0.05
0.08

n.d.

0.28
0.18
0.17
0.59
0.11

0.27

0.15
0.33
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R7 24.3 8.1 490 2.0 46

R30 15.9 8.2 418 1.4 19
R35 23.1 6.9 951 7.9 78
R38 12.8 7.6 330 2.5 11
544 19.9 7.6 583 52 42
545 21.1 7.8 575 7.8 23
546 21.2 7.0 817 17.8 nd.
547 22.4 7.0 735 73 nd.
S50 23.0 7.5 581 134 nd.
552 23.0 7.6 755 19.8 nd.
554 21.0 7.3 786 72  nd.
556 24.6 6.7 834 9.0 nd.
5562 27.0 7.2 843 109 nd.
557 249 7.6 456 45 nd.
558 15.4 72 1020 7.2 47
559 224 7.6 444 59 30
560 224 7.3 454 7.3 27
562 234 7.4 793 6.6 40
598 22.2 7.2 668 9.6 nd.

0.05
0.51
0.04
0.22
0.26
0.30
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
0.29
0.44
0.27
0.16

n.d.

n.d. = not detected

Table 2. Nitrate pollution index (NPI) classification of groundwater (Obeidat ef al., 2012) for 2021 samples
Tabla 2. Clasificacion del agua subterranea de acuerdo con el Indice de Contaminacién por Nitrato (NPI)

(Obeidat et al., 2012) para las muestras 2021

NPI value Degree of No. wells % wells
pollution

<0 Clean 17 27.0

0-1 Light 25 39.7

1-2 Moderate 13 20.6

2-3 Significant 5 7.9

>3 Very significant 3 4.8

The nitrate concentration values reported for these wells in 2003 and 2006 were added to the 2021
data in orden to compare the changes of NOs-N concentrations with time. The data are listed in Table
3 and their spatial distribution in Figure 3, with shaded areas corresponding to high NOs-N
concentrations. After visually comparing the three maps (Fig. 3), one can see that the high NOs-N
concentrations areas shift with time but there are some areas with persistent high concentrations.
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Table 3 Nitrate values (in mg/L NOs-N) of studied wells in 2003, 2006 and 2021
Tabla 3 Valores de nitrato (en mg NOs-N/L) de los pozos estudiados en 2003, 2006 y 2021

Depth  NOs-N NOs-N  NOs-N Depth NOs-N NOs-N  NOs-N

Well m 2003 2006 2021 Well m 2003 2006 2021

D119 - 17.2 12.5 11.5 M23 - 13.9 9.1 17.0
D126 - 10.7 9.4 11.8 M24 36 5.4 7.4 11.4
D127 - 10.6 5.9 8.0 M25 - 8.8 10.1 10.4
D129 - 14.9 12.1 23.2 M26 150 10.1 9.5 11.2
D130 320 12.1 12.5 10.8 M27 150 11.8 15.5 15.8
D133 - 114 14.8 20.1 M39 - 6.7 54 4.6
D134 - 5.3 8.3 9.8 M40 150 4.0 4.8 4.9
D136 200 10.2 9.6 7.0 M41 - 5.8 6.4 7.0
D137 - 7.1 10.0 5.9 M42 - 4.8 3.4 9.0
D138 - 6.8 8.9 15.0 M43 - 53 6.3 51
D139 70 17.7 20.0 44 R2 152 11.9 10.7 54
]9 - 4.2 3.9 0.7 R3 - 11.9 6.3 4.2
J10 - 8.5 2.5 1.0 R7 - 2.5 4.6 2.0
J11 - 1.9 1.9 1.4 R30 - 9.6 1.5 1.4
J12 - 4.2 5.1 2.6 R35 - 3.2 3.2 7.9
J13 - 5.8 4.2 2.7 R38 - 2.5 1.4 2.5
J14 - 6.2 4.9 4.4 544 - 10.8 4.5 52
J15 79 9.5 4.0 24 545 - 7.0 12.3 7.8
J16 15 1.3 2.2 2.2 546 - 34.3 25.3 17.8
J17 - 3.3 4.0 1.8 547 90 11.8 12.6 7.3
J18 - 3.1 1.9 5.2 S50 - 8.9 8.5 13.4
LC63 - 8.2 9.9 6.6 552 - 7.0 59 19.8
LC67 - 9.2 4.2 5.2 S54 60 6.5 11.3 7.2
LC69 - 9.0 6.4 6.2 556 185 -- 8.1 9.0
M1 - 5.1 6.6 4.6 S57 180 13.0 5.6 4.5
M5 - 19.0 13.4 3.6 558 250 13.6 13.6 7.2
Meé 181 12.3 14.8 11.9 559 - 13.0 12.0 59
M19 60 8.3 5.4 8.9 S60 - 7.4 6.9 7.3
M21 - 7.8 6.4 4.2 562 - 6.5 7.0 6.6
M22 - 12.5 3.6 34 598 137 4.5 4.5 9.6

Except for two locations where the pH values were 6.0 and 6.4 (Table 1), the pH values were within
the drinking water limit of 6.5-8.5 set by the World Health Organization, favoring the alkaline
condition. The pH values below 7.0 likely result from the infiltration of leachate from dairy farm
wastes, which have an acidic pH (Rivas-Lucero et al., 2018). In contrast, TDS values seemed to
associate with irrigation that extends to about 30 km radius, in localities water enriched with salts

10
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after evaporation or from being in contact with salt-rich soils. TDS values exceeded the WHO norm
(1,000 mg/L) in twelve wells spread over two main areas, one at the center of the aquifer (Meoqui and
Delicias municipalities) and the other in its discharge area northeast corner of the aquifer, where the
Rio Conchos receives irrigation return flows (Julimes municipality). In contrast, the lowest TDS
values, around 400 mg/L, were observed in wells located near the recharge areas in the western part
of the aquifer.

28°300N #3CN

28100N

2600

2ATH0TN

0 5 15 Km

l A well —— Meogui-Delicias aquifer — irrigation district —12— NO3-N concentration, mgfL 7 > 10 mg/LNO3-N I

Figure 3. Evolution of NOs-N concentrations in 2003 to 2021. Zones >10 mg/L NOs-N shaded in pink.
Figura 3. Evolucion de las concentraciones de NOs-N en 2003 a 2021. Las zonas con NOs-N >10 mg/L estan
sombreadas en rosa.

The moderate NOs-N values for most samples and a ratio of NO3s-N/Cl < 1 in all samples (Table 1)
support an anthropogenic origin of nitrate, and thus a negligible presence of natural subsoil NOs-N
deposits (Linhoff, 2022). The spatial distribution of 2021 NOs-N concentrations in Fig. 3 shows the
highest concentrations in the eastern part of Delicias, spreading over an area that belong to the
municipalities of Delicias, Meoqui and Saucillo. Important areas of cultivation and large dairy farms
are also located there. In addition, sources of pollution also include inadequately treated domestic
waste from rural communities, such as septic tanks and other waste treatment systems.

At this point in time (2021 data), having one third of the wells in the categories of moderately to
highly polluted, it seems crucial to find out if this is a relatively stable behavior or if the aquifer is
borderline to worsening. Thus, NOs-N data reported for 2003 and 2006 were added (Table 3) and
plotted in maps displayed next to each other for comparison purposes (Fig. 3). To ease the
comparison, areas where NOs-N >10 mg/L were shaded in pink. Comparison among these maps
shows that the high NOs-N concentrations vary with time. One shaded area (NOs-N >10 mg/L)
located in the center of the aquifer persists through the years, extending south towards Saucillo in

11
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2021, and encompassing wells from Delicias, and Saucillo municipalities. Interestingly, two areas of
high NOs-N concentrations in the north and western part of the aquifer decreased in concentration
in 2021.

A quantitative approach was then necessary to denote their variation with time. A first glance to the
data in Table 3 indicates little variation (1 to 10 mg NOs-N/L) in NOs-N concentrations for most wells
between 2003 and 2021. The linear regression analysis of NOs-N concentrations for the years 2003,
2006 and 2021 shown in Table 3 was used to determine the trend in variation over time for each well,
based on the slope of their regression line (R). A visual inspection of the range of R and the slope
indicated that some wells had an imperceptible change with time while others had a well-delineated
change (either increase or decrease). Once those two were separated, adding an intermediate range
was necessary to include all data. The selected five categories and the distribution of wells into each
of these categories are listed in Table 4.

To help distinguish which wells increased their NOs content, they were separated by code letter
(municipality). Once this was done, D-wells (Delicias) were more abundant in the increase category
and relatively absent in the decrease category, a behavior that was closely followed by the M
(Meoqui) wells. In total, an increase behavior was observed in 25 % of the wells. On the other hand,
45 % of the wells showed a decrease or minimum decrease, among which wells from Julimes and
some of Saucillo stood out. Regarding the increased number of wells whose nitrate concentration was
lower in 2021, it is important to point out that these samples were collected during the winter, which
is a time of low agricultural activity, unlike the samples of previous years collected in summer. On
the other hand, the climatic factor does not affect milk production activity, which justifies the
observed increase in nitrates in wells located adjacent to the largest dairy farms.

The overall results show that many of the D-, M- and S- wells (located in the Delicias, Meoqui, and
Saucillo municipalities, respectively) contain high concentration of NOs-N and identifies this area is
a vulnerable part of the aquifer. The nine most affected wells were M23 (Loreto), M24 (Puentes), M27
(Nuevo Loreto), D129 (La Merced), D133 (Virginias), D138 (Nicolas Bravo), 546 (Santa Rosa), S50
(Altamirano) and S52 (Madero). Although not yet affected in the same proportion, other
municipalities that have the same alluvial fill (e.g., Julimes, La Cruz, and Rosales) may become
affected in the future if the amount of N-fertilizers, manure and other animal and human wastes were
to increase.

Besides the small variation in NOs-N concentrations overall (Table 3), one can note that there are
more wells in the decrease category than in the increase category (Table 4). Among the possible
reasons that could explain the decrease observed in 2021 with respect to 2003 and 2006 are: 1) the
proximity of recovered wells to the natural recharge zones of the aquifer after a wet rainy season in
late 2020; 2) more effective application of nitrogen fertilizers by farmers in 2020; 3) decrease in nitrate
concentration from the unsaturated zone due to denitrification; and 4) a better containment of animal
wastes in farms near the recovered wells. However, more information would be necessary to validate
each of the above points.

12
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Table 4. Slope of regression line and number of data falling into each of the five assigned categories
Tabla 4. Pendiente de linea de regresion y numero de datos que caen dentro de cada una de las cinco
categorias asignadas

Category Slope Number Wells
of Wells
increase >0.290 10 D129, D133, D138, M23, M24, M42, R35, S50,
S52, 598
minor increase 0.090 to 0.290 5 D126, D134, J18, M19, M27
no change -0.089 to 0.089 18 D127, D130, J11, J14, J16, M1, M6, M25, M26,

M40, M41, M43, R7, R38, 554, 556, S60, 562

minor decrease -0.090 to -0.290 14 D119, D136, D137, ]9, J12, J13, J17, LC63,
LC67, LC69, M21, M39, S44, 545

decrease <-0.290 13 D139, J10, J15, M5, M22, R2, R3, R30, 546,
547, 557, S58, S59

The spatial distribution of the variation categories is shown in Fig. 4 for a visualization of points in
the study area that experienced the most variation (red dots for increase, blue dots for decrease) and
for those wells where no change was observed (light green). The color-coded wells in Fig. 4 scatter
throughout the area instead of grouping in a zone where a certain tendency (increase or decrease)
prevails. However, we can observe that the wells with tendency to increase (red dots for high increase
and orange dots for low increase) scatter within the central part of the aquifer. These wells plot the
central part of the aquifer in the same region where, as we can observe in Fig. 3, high NOs-N
concentrations are found, coinciding with the location of large dairy farms (Fig. 4). On the other hand,
the areas with no change (green dots) or decrease in nitrate concentration (blue dots) correspond to
recharge zones at north and south of the aquifer, identified by their higher altitude, i.e., the mountain
ranges that limit the aquifer.
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Figure 4. Spatial distribution of the variation of NOs-N with time according to the five variation intervals: high
increase (red), minor increase (orange), no change (light green), minor decrease (light blue), high decrease (dark
blue). Regional groundwater flow (blue arrow) and location of largest dairy farms shown for reference purposes.
Figura 4. Distribucion espacial de la variacion de NOs-N con el tiempo de acuerdo con los cinco intervalos de
variacion: incremento alto (rojo), incremento bajo (naranja), sin cambio (verde claro), decremento menor (azul
claro), decremento alto (azul oscuro). Flujo regional del agua subterranea (flecha azul) y localizacién de grandes
establos mostrados con propdsito de referencia.

A further attempt to explain the spatial distribution of NOs-N concentrations and their variation with
time was to consider the well depth. Well depth information was found only for 18 of the 63 wells
and was added to Table 3. The depths vary between 15 and 320 m. One should recall from Section 2
that the average depth of the aquifer is 300 m but can be up to 500 m in places. Especially troubling
was to find concentrations above 10 mg/L NOs-N in 50 % of the deep wells (150-320 m deep). This
finding points to nitrate contamination in parts of the aquifer generally considered to be free of
anthropogenic contamination. Again, the disposal of animal waste was considered a likely source of
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contamination because of the high content of nitrogen in animal waste spills and the high NOs-N
concentration locations roughly coinciding with the areas where large dairy farms operate. It is
possible that oxidation of dairy farm waste transforms the nitrogen compounds to nitrate (a soluble
compound), which is readily transported by water into deeper parts of the aquifer.

Although NOs-N contamination is not yet severe in the study area, actions to prevent contamination
leakage to groundwater are advisable, especially in the areas identified as vulnerable. Recommended
actions include improving the waste management of manure and the application of only the needed
amount N-fertilizer to reduce N-losses (Rivas-Lucero et al., 2008; Millar et al., 2018). Also, the
successful implementation of any best management practices requires attention to social aspects and
a clear and sensible communication between stakeholders, e.g., farmers, city officials, and water
managers (McCullogh and Matson, 2016), as farmers often resist the adoption of new procedures
until they are convinced of their effectiveness. This step alone may take several years (McCullogh
and Matson, 2016).

Among the preventive methods known to reduce leakage of nitrate to the aquifer, the planting of
cover crops stands out. Planting a cover crop has been implemented in the Meoqui-Delicias region
for decades, although not by all farmers and, in the past few years, water-efficient methods such as
drip-irrigation have started to become a new norm. Other preventive methods that are promising but
have not been implemented in the region include no-tilling and the use of automatic sensors for
fertilizer and water application (Gutiérrez et al., 2021). The use of sensors has been reported as an
effective and sustainable method but can be costly (Norton and Ouyang, 2019; Drazic et al., 2020).
Examples of corrective methods to reduce NOs concentrations include the chemical treatment of
contaminated water by adsorption to a variety of materials or the use of bio-barrier substrates for
nitrate removal by denitrification (Ozkaraova et al., 2022).

4. Conclusions

Groundwater NOs concentrations varied widely from 0.7 to 23.2 mg/L NOs-N throughout
the study area. The distribution of nitrate content and the ratio NOs-N/CI<l suggests an
anthropogenic origin of this contaminant related to human and animal wastes, which should be
verified in future research. The spatial distribution of NOs-N concentrations, according to the
reviewed literature and information on the area, indicates a possible association with waste from
dairy farms, leaking of domestic wastewater, and/or excess of applied N-fertilizer. Specific studies
are proposed to corroborate this assumption. According to NPI, 2/3 of the wells are slightly- to non-
polluted, and 1/3 are moderately to very polluted. The distribution of the most affected wells was
relatively scattered, which suggests the discharge of large amounts of waste at a few specific points.
After comparing their variation in concentration from 2003, 2006 and 2021, a small increase in
concentration was observed in 17% of the wells, a decrease in 22% of the wells and minor to no
change in 61% of the wells. The central part of the aquifer had the highest NOs-N concentrations and
increasing trends; however, wells with less nitrate were also present. Despite relying on only three
years of data, the approach followed here successfully identified the affected wells, although the
trends need to be confirmed using more years” data. Some deep wells surpassing the 10 mg/L NOs-
N concentration guideline was a concerning find. The implementation of preventive measures to
curb pollution, such as an efficient application of N-fertilizer, water-efficient irrigation, and better
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practices in disposing of dairy farm wastes, are needed to move towards sustainably managing this
aquifer.
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Resumen

En el proceso de comercializacion de combustibles, una de las fuentes de emisién de contaminantes
(continuas y discontinuas) proviene de la combustion derivada de la generacion de electricidad y
calor, venteo y quema de hidrocarburos y emisiones fugitivas. El objetivo fue estimar y modelar las
emisiones generadas por las calderas de una comercializadora de combustibles. El analisis considerd
los datos técnicos y de operacion, el consumo de combustible y los tiempos de operaciéon. Los
parametros evaluados fueron: SOz, NOx, CO, PST y del material particulado PM10. Con la base de
datos generada realizo la modelacién de la dispersion de estos contaminantes. Los resultados de la
modelacién con el modelo Berliand y el software SCREEN View mostraron que las concentraciones
maximas alcanzadas a 303 m de la fuente, cumplen con los valores maximos y promedios
establecidos en la norma tomada como referencia.

Palabras clave: calderas, emisiones, modelacion, dispersion.

Abstract

In the fuel marketing process, one of the sources of pollutant emissions (continuous and
discontinuous) comes from the combustion from the generation of electricity and heat, venting and
burning of hydrocarbons and fugitive emissions. The objective was to estimate and model the
emissions generated by the boilers of a fuel marketing company. Technical and operating data, fuel
consumption and operating times were considered. The evaluated parameters: SO2, NOx, CO, PST
and PM10 particulate matter were obtain by estimation. Modeling of the dispersion of these
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contaminants was carried out. The results using the Berliand model and the SCREEN View software
showed that the maximum concentrations reached 303 m from the source comply with the maximum
and average values established in the standard taken as a reference.

Keywords: boilers, emissions, modeling, dispersion

1. Introduccion

Cada afo, cientos de millones de personas sufren de enfermedades respiratorias y otras
asociadas con la contaminacion del aire, tanto en ambientes interiores como exteriores. Esto se debe
a que existen grupos poblacionales expuestos a fuentes fijas de contaminantes atmosféricos que
carecen de zonas de proteccidn sanitaria; por ejemplo, algunas industrias que cuentan con chimeneas
de baja altura, lo que aumenta la acciéon contaminante de sus emanaciones, y en muchas ocasiones
no disponen de medidas de control para la disminucion de la contaminacidn a la atmdsfera (Romero,
2006).

Las fuentes principales de emisiones al aire (continuas y discontinuas) en la actividad petrolera
provienen de la combustién de generacion de electricidad y calor, uso de compresores, bombas y
maquinas reciprocantes (calderas, turbinas y otras), emisiones de la quema y venteo de
hidrocarburos, y emisiones fugitivas. Los contaminantes fundamentales comprenden los éxidos de
nitrégeno (NOx), 6xidos de azufre (SO2), mondxido de carbono (CO), particulas, sulfuro de
hidrégeno (H2S), compuestos organicos volatiles (COV) incluyendo metano y etano, benceno,
etilbenceno, tolueno y xileno (BTEX), glicoles e hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP).

Resulta claro que se deben tener en cuenta todas las consideraciones razonables para maximizar la
eficiencia energética, asi como disefiar facilidades para minimizar el uso de energia. El objetivo
integral debe ser la reduccion de emisiones al aire y la evaluacion de opciones costo — efectivas para
reducir las emisiones técnicamente factibles (Rivas, 2013).

Los métodos para controlar y reducir las emisiones fugitivas deben ser considerados en el disefio,
operaciéon y mantenimiento de las facilidades productivas. Ademas, se deben considerar los
requerimientos de seguridad y adecuacion de valvulas, uniones, sellos y empaques, asi como su
capacidad para reducir fugas de gas e implementar programas de deteccion de fugas y reparacion.
Las unidades de control de vapores se instalan seglin se necesite para las operaciones de carga y
descarga de hidrocarburos (Production, N.O.a.G.E.a., 2013).

Es importante mencionar que, el primer paso en cualquier analisis de la calidad del aire es definir
las emisiones de contaminantes desde una fuente o facilidad productiva para completar un
inventario exacto de las emisiones. Dicho inventario determinard las regulaciones y niveles de
control de la contaminacién que deben aplicarse (Kumar - Ramaswamy et al., 2004).

Los niveles o categorias de la contaminacion en la atmosfera (calidad del aire) son definidos por las
concentraciones de las sustancias contaminantes en espacio y tiempo, dadas en mg/m3 a temperatura
y presion normalizadas (TPN) (NC 111, 2004). Cuando las concentraciones de las sustancias
contaminantes estan referidas a tiempos de promedio de 20 min se denominan como instantaneas y
promedios diarios cuando se refieren a 24 h. A partir de las anteriores, también pueden ser evaluadas
las concentraciones medias para 30 d (promedio mensual) y de 12 m (promedio anual) (NC 39, 1999).
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Las emisiones maximas admisibles (EMA) se expresan en términos de concentraciéon de los
contaminantes en los gases secos que se expulsan a la atmdsfera por las fuentes fijas y se representan
en unidades de mg/Nm3, lo que corresponde al contenido en peso del contaminante por unidad de
volumen del gas seco expulsado a la atmdsfera, en condiciones de temperatura y presiéon normales
(NC 803, 2017).

En correspondencia con lo anterior se hace necesario el calculo y modelacion de las emisiones de las
calderas ubicadas en una comercializadora de combustibles. Por tal motivo esta investigacion
presenta como objetivo: evaluar la contaminacion atmosférica producida por dos calderas en areas
de una comercializadora de combustibles.

2. Materiales y métodos

Se estimd la emision de dos calderas, cuyos datos técnicos se muestran en la Tabla 1 y los
datos de operacion se especifican en la Tabla 2.

Tabla 1. Datos técnicos de las calderas
Table 1. Boiler technical data

Parametros Valores

Flujo de salida del gas (m/s) 6.5

Presion (Pa) 1000000

Altura de la chimenea (m) 30

Diametro de la chimenea (m) 0.80

Tipo de combustible Fuel oil mediano de bajo azufre

Tabla 2. Datos de operacion de las calderas en el 2021
Table 2. Boiler operation data in 2021

Caldera 1 Caldera 2
Mes Consumo Tiempo de trabajo Consumo Tiempo de trabajo

combustible (L) (h) combustible (L) (h)
Enero 387,006 572 73,329 144
Febrero 328,347 511 96,422 153
Marzo 276,958 336 172,319 272
Abril 0 0 413,359 711
Mayo 218,834 377 194,995 348
Junio 344,032 579 52,341 90
Julio 418,103 692 10,685 24
Agosto 468,900 738 5,076 13
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Tabla 2. Datos de operacion de las calderas en el 2021
Table 2. Boiler operation data in 2021

Caldera1 Caldera 2
Mes Consumo Tiempo de trabajo Consumo Tiempo de trabajo

combustible (L) (h) combustible (L) (h)
Septiembre 427,351 667 25,855 41
Octubre 382,945 610 65,847 114
Noviembre 114,638 182 355,335 563
Diciembre 444,590 736 0 0
Total 3 811,704 6,000 1 465,563 2473

Para calcular las emisiones de las calderas se consider6 el consumo de combustible, su densidad, y el
factor de conversion de cada contaminante, asi como el porcentaje (%) de azufre en el caso del SOs-.
Estas emisiones se comparan con las emisiones maximas a la atmosfera (EMA) establecidas en la NC
803: 2017 Calidad del aire — Emisiones maximas admisibles de contaminantes a la atmosfera en
fuentes fijas puntuales de instalaciones generadoras de electricidad y vapor (NC 803, 2017).

Para convertir las emisiones a mg/m? se utiliza el flujo volumétrico que se calculd considerando la
altura y didmetro de la chimenea, asi como la velocidad de salida de los gases que se obtuvieron de
las mediciones realizadas en la misma instalacion en estudios anteriores.

La modelacion de la dispersion de contaminantes emitidos por las chimeneas de las calderas se
ejecuto para los parametros de HzS, SOz, CO, PST y PM10 que son los contaminantes principales
emitidos por las fuentes evaluadas. Se aplico la corrida del programa para el calculo de la
concentracion a partir de fuentes industriales continuas (Alvarez O, 1994) siguiendo la metodologia
aprobada en la norma cubana (NC 39, 1999) segtin el modelo de Berliand. Se considero el valor de
200 como el valor de la constante de estratificacion térmica atmosférica (A) que define las condiciones
naturales de difusién mas adversas, segun lo propuesto en nuestro pais para zonas llanas o con
topografia de poca complejidad y altura, el cual ha sido aceptado en la norma cubana de referencia.
Como velocidad mas probable del viento para calcular la concentracion instantanea (20 min) se tomo
1.6 m/s con desviacion estandar 0.61, de acuerdo al valor medio obtenido en las mediciones realizadas
in situ durante los monitoreos.

El modelo Berliand partiendo de la velocidad promedio utilizada (1.6 m/s) tiene una sensibilidad
para velocidades bajas de 0.002, sesgo medio teniendo en cuenta los sesgos para SO2 y NOx y una

precision de 3 % para SOz y NOx.

Los datos recolectados tienen una distribucion normal Figs. (1)—(2)
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ctribiridr ldera 1 e e
Distribucién caldera 1 Distribucion Caldera 2

neentracion mg/m

PMIC S02 NOx PM10 257

Figura 1. Distribucion Caldera 1 Figura 2. Distribucion Caldera
Figure 1. Boiler 1 distribution Figure 1. Boiler 2 distribution

Se comprobaron los resultados obtenidos por el modelo SCREEN View (concentraciones horarias)
version 2.5.0 (Software, L.E., 2007) aplicando la opciéon meteorologia completa, de acuerdo con lo
recomendado por la norma cubana (NC 1059, 2014).

3. Resultados y discusion

3.1. Emisiones de las calderas

Los resultados del calculo de la tasa emision de contaminante a partir de los consumos de
combustible, 3 % de azufre en el mismo y las horas de operacion de las calderas se muestran en las
Tablas 3 y 4.

Tabla 3. Emisiones estimadas caldera 1
Table 3. Estimated emissions boiler 1

Meses® SO2 NOx cOo® PST PM10
(mg/m?3) (mg/m?3) (mg/m?3) (mg/m?3) (mg/m?3)

Enero 3,201.68 373.87 33.99 67.98 48.13
Febrero 3,040.66 355.07 32.28 64.56 45.71
Marzo 3,900.56 455.48 41.41 82.81 58.63
Mayo 2,746.81 320.75 29.16 58.2 41.29
Junio 2,811.75 328.34 29.85 59.70 42.27
Julio 2,859.12 333.87 30.35 60.70 42.98
Agosto 3,006.63 351.09 31.92 63.84 45.20
Septiembre 3,031.90 354.04 32.19 64.7 45.58
Octubre 2,970.72 346.90 31.54 63.07 44.66
Noviembre 2,980.64 348.06 31.64 63.28 44.80
Diciembre 2,858.50 333.80 30.35 60.69 42.97
Media muestral 3,037.18 354.66 32.24 64.48 45.66
Desviacion standard 313.02 36.55 3.32 6.64 4.70
EMA® (mg/Nm?3) 7,000 500 - 350 250

M La caldera 1 no oper6 en el mes de abril
@  Concentracién maxima admisible (EMA) establecida en la NC 803: 2017 (NC 803, 2017)
®  El CO no se regula en la norma
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Tabla 4. Emisiones estimadas caldera 2
Table 4. Estimated emissions boiler 2

Meses® SO: NO«x co® PST PM10
(mg/m?3) (mg/m?3) (mg/m?3) (mg/m?3) (mg/m?3)

Enero 2,409.73 281.39 25.58 51.16 36.22
Febrero 2,981.55 348.16 31.65 12.66 7.41
Marzo 2,997.92 350.08 31.83 63.65 45.06
Mayo 2,751.15 321.26 29.21 58.41 41.35
Junio 2,651.55 309.63 28.15 56.30 39.86
Julio 2,752.03 321.36 29.21 58.43 41.37
Agosto 2,106.74 246.01 22.36 44.73 31.67
Septiembre 2,984.01 348.5 31.68 63.35 44.86
Octubre 2,733.30 319.18 29.02 58.03 41.09
Noviembre 2,986.66 348.76 31.71 63.41 44.90
Media muestral 2,735.46 319.43 29.04 53.01 37.38
Desviacion standard 291.22 34.01 3.09 15.36 11.33
EMA® (mg/Nm?) 7,000 500 - 350 250

() La caldera 2 no oper6 en el mes de diciembre

En ambos casos, las emisiones estimadas cumplen con la concentraciéon maxima admisible
establecida en la norma (NC 803, 2017) para calderas de generacion de vapor existentes que
utilizan fueloil, segtin se aprecia en las tablas 3 y 4.

3.2. Modelacion de emisiones

La modelacion mediante el modelo de Berliand para cada caldera utilizando la tasa de

emision (Tabla 5 y 6) permitié determinar los siguientes parametros:

Tabla 5. Valores de concentracién de contaminantes y distancia caldera 1 Berliand
Table 5. Pollutant concentration and distance boiler 1 Berliand

LAEL @
; Cm Xm CmU XmU C24h
Parametro M (g/s) (mg/m?) (m) (mg/m?) (m) (mg/m?) (mg/md)
CPA® CMA®
SO2 9.10 0.28 303.49 0.27 303.5 0.11 5 10
NO«x 1.06 0.03 303.49 0.03 303.5 0.012 5 10
(€(0) 0.10 0.003 303.49 0.003 303.5 0.0012 20 100
PST 0.193 0.006 303.49 0.006 303.5 0.0022 - -
PM10 0.137 0.008 303.49 0.008 303.5 0.0032 - -

M Limites admisibles de exposicion laboral a las sustancias nocivas en NC 872: 2011
@ Concentracion promedio admisible

®  Concentracién maxima admisible



Rivas-Trasancos et.al TECNOCIENCIA CHIHUAHUA, Vol. XVIII (1) e 1324 (2024)

Tabla 6. Valores de concentracién de contaminantes y distancia caldera 2
Table 6. Pollutant concentration and distance boiler 2

LAEL @
, Cm Xm CmU XmU C24h
Parametro M (g/s) (mg/m?3)
(mg/m?3) (m) (mg/m?3) (m) (mg/m?3) CPA®  CMA®

SO: 7.96 0.24 303.49 0.24 303.5 0.092 5 10
NO«x 0.93 0.03 303.49 0.03 303.5 0.011 5 10
(&[0 0.08 0.002 303.49 0.002 303.5 0.001 20 100
PST 0.155 0.005 303.49 0.005 303.5 0.0018 - -
PM10 0.109 0.01 303.49 0.01 303.5 0.0025 - -

Los resultados de la modelacién de la dispersion por Berliand para ambas calderas, muestran que
las concentraciones maximas de los contaminantes ocurren a la distancia de 303 m al oeste del punto,
para el rumbo de vientos predominante en la zona cumplen con los valores de maximos y promedios
establecidos en la norma tomada como referencia (NC 872, 2011). Esta norma no regula las
particulas.

La modelaciéon mediante SCREEN para cada caldera utilizando la tasa de emisién (Tabla 7 y 8)

permiti6 determinar los siguientes parametros:

Tabla 7. Valores de concentracién de contaminantes y distancia caldera 1 SCREEN
Table 7. Pollutant concentration and distance boiler 1 SCREEN

Cmax Distancia LAEL &
Pardmetro M (g/s) (m g/m;) (m) (mg/m?)
CPA® CMA®
SO:2 9.10 0.21 349 5 10
NO«x 1.06 0.024 349 5 10
coO 0.10 0.0023 349 20 100
PST 0.193 0.0044 349 - -
PM10 0.137 0.0031 349 - -

Tabla 8. Valores de concentracién de contaminantes y distancia caldera 2 SCREEN
Table 8. Pollutant concentration and distance boiler 2 SCREEN

Cmax Distancia LAEL ®
Parametro M (g/s) (m g/m;) (m) (mg/m3)
CPA® CMA®
SO: 7.96 0.18 349 5 10
NO«x 0.93 0.021 349 5 10
co 0.08 0.0018 349 20 100
PST 0.155 0.0035 349 - -
PM10 0.109 0.0025 349 - -
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Los resultados de la modelacién de la dispersion por SCREEN para ambas calderas, muestran que
las concentraciones méaximas de los contaminantes ocurren a la distancia de 349 m del punto. Los
valores de concentracion maxima de cada contaminante analizado cumplen con los valores de
maximos y promedios establecidos en la norma tomada como referencia (NC 872, 2011).

La comparacion de los resultados de los modelos de dispersion, asi como los valores de
concentracion maxima establecida en la norma se muestra en la tabla siguiente:

Tabla 9. Resultados de los modelos
Table 9. Model Results

ScreenView Berliand CMA ©
Contaminante Caldera Cmax, Distancia Cmax, Distancia (mg/m?)
(mg/m3) (m) (mg/m3) (m)
1 0.21 349 0.26 303
50: 2 0.18 349 0.23 303 10
1 0.024 349 0.31 303
NO- 2 0.021 349 0.027 303 10
1 0.0023 349 0.003 303
co 2 0.0018 349 0.002 303 100
PST 1 0.0044 349 0.0059 303 i
2 0.0035 349 0.0047 303
1 0.0031 349 0.0083 303
FMI10 2 0.0025 349 0.0066 303 i

)

Concentraciones maximas admisibles en la NC 872: 2011

Las concentraciones maximas de dispersion obtenidas muestran valores similares en ambos modelos
lo que demuestra la veracidad del resultado. Los valores de concentracién obtenidos se encuentran
dentro de los limites admisibles de exposicién laboral a las sustancias nocivas establecidos en la
norma (NC 872, 2011).

Se considera que el radio minimo admisible 1,000 m en torno a las empresas industriales y otras
fuentes emisoras de contaminantes del aire (Industria quimica Clase I Depdsitos y almacenes de
productos de alta toxicidad - Instalaciones de carga descarga de productos quimicos de alta
toxicidad) (NC 1059, 2014) las emisiones de los contaminantes evaluados no alcanzan la zona
poblada cercana a la comercializadora, ya que la misma se encuentra ubicada a 1.5 km al oeste de la
fuente emisora. Los modelos aplicados sittian los valores maximos de concentracion a una distancia
de 303 m (Berliand) a 349 m (SCREEN View) de la fuente emisora.

4. Conclusiones

Derivado del presente estudio se puede arribar a tres conclusiones: 1)Los valores de las
emisiones estimadas de las calderas cumplen con los limites establecidos en la norma. 2) Para los
modelos utilizados, las concentraciones maximas de dispersion ocurren a una distancia de 349 m
(SCREEN) y a 303 m (Berliand) de la fuente y cumplen lo establecido en la norma. 3) Los modelos
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aplicados refieren que los valores maximos de concentracion de las emisiones se encuentran dentro
del radio minimo de proteccién sanitaria establecido en la (NC 1059: 2014). Asi mismo se
recomienda: 1) Mantener los parametros de operacion de ambas calderas sin cambios. 2) Realizar el
estudio bajo otros pardmetros de operacion.

Conflicto de interés

Los autores de presente articulo confirman que no existe conflicto de interés en la
publicacién de la presente investigacion.

Nomenclatura

e M: tasa de emision

e (C24h: concentracién del contaminante para 24 horas

e Cm: concentracion maxima del contaminante para 20 minutos bajo condiciones meteoroldgicas
desfavorables

e Xm: distancia a la que ocurre Cm

¢ CmU: concentracion maxima del contaminante para velocidad del viento diferente de la critica

e XmU: Distancia donde se produce la CmU
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Resumen

La diabetes es una enfermedad metabdlica de alta prevalencia internacional. La hiperglicemia y sus
complicaciones derivadas son la principal caracteristica de la diabetes. El desarrollo de farmacos
para el control glicémico y sus complicaciones ha sido del interés de la comunidad cientifica por
muchos afos y las estrategias para obtener evidencia de los efectos bioldgicos de las sustancias y
extractos de plantas son diversas. Los modelos murinos son herramientas experimentales que
permiten comprender los mecanismos fisiopatoldgicos de la diabetes, asi como para evaluar los
efectos de compuestos obtenidos de fuentes naturales, asi como sintéticos sobre la hiperglicemia, el
estrés oxidativo, la inflamacién y la cicatrizacion de heridas en ratas y ratones diabéticos. En esta
revision se describen los modelos murinos para el estudio de la diabetes mas frecuentemente
reportados en la literatura cientifica actual y las estrategias que en ellos se utilizan para llevar a cabo
el estudio de la actividad biologica de extractos de plantas o compuestos sintéticos.

Palabras clave: rata diabética, raton diabético, compuestos bioactivos, hipoglicemiante,
antioxidante, antiinflamatorio, cicatrizacion.
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Abstract

Diabetes is a metabolic disease of high international prevalence. Hyperglycemia and its derived
complications are the main characteristics of diabetes. The development of drugs for glycemic
control has been of interest to the scientific community for many years, and the strategies to obtain
evidence of the biological effects of substances and plant extracts are diverse. Murine models are
experimental tools for understanding the pathophysiological mechanisms of diabetes and evaluating
the effects of compounds obtained from natural sources and synthetic ones on hyperglycemia,
oxidative stress, inflammation, and wound healing in rats and diabetic mice. This review describes
the murine models for the study of diabetes most frequently reported in the current scientific
literature and the strategies used in them to study the biological activity of plant extracts or synthetic
compounds.

Keywords: diabetic rat, diabetic mice, bioactive compounds, hypoglycemic, antioxidant, anti-
inflammatory, wound healing.

Introduccion

La diabetes es una enfermedad metabdlica y compleja que tiene como caracteristica principal la
hiperglicemia cronica (Aleppo et al., 2022). La hiperglicemia se origina como consecuencia de la baja
entrada de glucosa a las células causada por la deficiente produccion de insulina por el pancreas o
por defectos del receptor de insulina, en los transportadores de glucosa o en otras moléculas
participantes de la ruta de la entrada y asimilacion de la glucosa en las células (ElSayed et al., 2022).

La glucosa en circulacion sanguinea se une a los grupos amino en las proteinas, acidos nucleicos y
lipidos desencadenando una serie de reacciones reversibles que generan bases de Schiff y productos
de Amadori, compuestos altamente inestables que dan lugar a productos de glucosilacion avanzada
(PGA) (Cardenas-Leodn et al., 2009). Los PGA se pueden unir a proteinas, acidos nucleicos, lipidos e
incluso formar entrecruzamientos PGA-PGA y durante estos procesos se da la formacién de radicales
libres de oxigeno que activan respuestas celulares proinflamatorias (Cardenas-Ledn et al., 2009; Seow
et al., 2012). Los PGA son reconocidos por los receptores para PGA (RPGA) en las superficies celulares
y con ello activan rutas de transduccion de sefiales reguladoras tales como senescencia, apoptosis,
inflamacidn y estrés oxidativo (Rabbani y Thornalley, 2018). Una elevacion en la cantidad de PGA en
circulacion sanguinea se asocia directamente al desarrollo acelerado de esclerosis vascular, hipoxia e
inflamacion tisular crénica propios de la patogénesis de las complicaciones vasculares de la diabetes
(enfermedad cardiovascular, retinopatia, nefropatia, neuropatia y pie diabético)(Cardenas-Ledn et
al., 2009).

Existen varios tipos de diabetes entre los que se encuentran la diabetes tipo 1 (DT1), la diabetes tipo
2 (DT2), la diabetes gestacional, y otros tipos menos frecuentes que se originan por la presencia de
sindromes monogénicos, disfuncién pancreatica o que son inducidas quimicamente por intoxicacion
o tratamientos farmacoldgicos (Aleppo et al., 2022). Aunque son considerables los avances en el
entendimiento de la diabetes atin existen dudas respecto a los mecanismos implicados en su
desarrollo y complicaciones (Cardenas-Leon et al., 2009; Aylwin, 2016; Khan et al., 2019). Cuantiosa
informacion sobre los mecanismos fisiopatoldgicos y moleculares de la diabetes y sus complicaciones
se ha obtenido mediante la realizacion de investigacion en animales empleando gatos, perros y
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roedores a los que se les induce el desarrollo de diabetes o en casos especificos lo desarrollan
espontaneamente (Aylwin, 2016; Brito-Casillas et al., 2016). Particularmente, los modelos in vivo de
diabetes que emplean ratas y ratones ofrecen la ventaja de ser econdmicos en comparacion a otros
especimenes de mayor tamarfio (Brito-Casillas et al., 2016).

El control glicémico es primordial para el manejo de la diabetes y son muchos los estudios que han
permitido el avance en este campo, desde la producciéon de insulina, metformina y sulfonilureas,
seguidas del surgimiento de los inhibidores de alfa glucosidadas, las tiazolinedionas (TZD) y las
meglitinidas en los 90s, y posterior al afio 2000 surgen las incretinas y los inhibidores de los
cotransportadores de sodio-glucosa tipo 2 (ISGLT2) (Nauck et al., 2021). Asimismo, a casi un siglo
desde el inicio del uso clinico de insulina exdgena para el tratamiento de la diabetes se siguen
haciendo investigaciones para mejorar sus preparaciones, los dispositivos con los que se aplica,
desarrollo de farmacos coadyuvantes, preparaciones para su administracion oral, nasal y dérmica,

entre otras, para lo cual se requiere el empleo de modelos murinos en su fase de investigacion
preclinica (Hallschmid, 2021; Reidy et al., 2021).

En busqueda de una alternativa a los medicamentos alopaticos, los tratamientos tradicionales han
sido ampliamente estudiados para el manejo de la diabetes. Se encuentran disponibles mas de 400
plantas, de las cuales solo de una fraccién se ha estudiado cientifica y clinicamente su eficacia,
demostrandose que la presencia de compuestos flavonoides, fenoélicos, terpenoides y cumarinas son
efectores de caracter antidiabético en las plantas que los poseen (Kumar-Shubham, 2021). Algunos
ejemplos de farmacos hipoglicemiantes que se obtienen de origen natural son acarbosa, miglitol y
voglibose, y como tratamiento de problemas circulatorios el Pycnogenol®. Una ventaja de los
medicamentos a base de hierbas es la baja atribucién de efectos adversos, por lo que resultan ser
blanco de interés de estudio en la busqueda de nuevas moléculas con efecto antidiabético (Kumar-
Shubham, 2021).

En la actualidad la diabetes representa un problema de salud publica mundial debido a su alta
prevalencia y mortalidad. Los modelos animales nos permiten elucidar los aspectos fisiopatologicos
de la diabetes y avanzar en el desarrollo de nuevos tratamientos para control glucémico y para inhibir
el desarrollo y avance de las complicaciones vasculares de la diabetes (Aylwin, 2016, Kumar-
Shubham, 2021). Se realiz6 una revision de articulos cientificos actuales sobre modelos animales para
el estudio de la diabetes y sus tratamientos en las plataformas PubMED, SciELO, Scopus y Google
Académico. En la presente revision narrativa se describen los modelos murinos de diabetes mas
empleados en la actualidad para el estudio de compuestos naturales y sintéticos con fines
terapéuticos, asi como las estrategias metodoldgicas para llevarlos a cabo.

Modelos animales de experimentacién

La investigacion cientifica para el disefio de nuevos medicamentos debe de llevarse a cabo de
manera estructurada iniciando con ensayos in silico e in chimico que generen evidencia de la
pertinencia de una siguiente etapa de estudio en microorganismos o cultivos de células de mamiferos
(in vitro) que justifique el uso de animales de experimentacion (in vivo) para evaluar los efectos
farmacoldgicos y toxicoldgicos. Una vez concluidos los ensayos en modelos animales que descarten
el riesgo en su uso se da paso a la etapa clinica de la investigacion (Fig. 1) (Diaz et al., 2020).
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El empleo de animales en investigacién es un recurso al que se debe acudir cuando se han agotado
las alternativas in vitro o in silico para responder la pregunta de investigacion. Es un proceso que debe
ser regulado en las instituciones donde se realiza para garantizar que se utilice el numero minimo de
especimenes para cubrir los objetivos de la investigacion y refinar los procedimientos de cuidado,
reproduccion y vivienda de los especimenes con la finalidad de reducir al minimo el sufrimiento o
dolor de acuerdo a los principios éticos de las 3R (reduccion, reemplazo y refinamiento) (Couto y
Cates, 2019; Diaz et al., 2020). Para evaluar el efecto y mecanismo de accién de compuestos bioactivos
para el tratamiento de la diabetes se han utilizado numerosos modelos murinos, algunos de ellos son
en ratas o ratones que presentan de manera espontanea la enfermedad y en otros en los que se induce
su desarrollo intencionalmente (Fig. 2) (Slavikova ef al., 2018).

Modelos espontaneos de diabetes

Existen modelos de ratas y de ratones en los que a través de cruzas endogamicas de un animal
que presenta uno o varios rasgos fenotipicos de la diabetes se generan estirpes de roedores con un
linaje propenso a este padecimiento y se le denomina a este linaje modelo espontaneo de diabetes, ya
que el animal no ha sido sujeto a manipulaciones para presentar diabetes (Weiss et al., 2005; Arias-
Diaz y Balibrea, 2007). Los modelos espontaneos autoinmunes mas frecuentemente empleados son
el ratén NOD, las Ratas BB (Biobreeding) y las Ratas LEW.1AR1-iddm (Pandey y Dvorakova, 2019).

Ratas de BioBreeding (BB). Las ratas de cria bioldgica o BB (del inglés BioBreeding) son ratas Wistar
exogamicas y representan un modelo de diabetes autoinmune de tipo espontaneo, desarrollan
diabetes aproximadamente el 90 % de los casos justo después de la semana 8 y 9 de vida en ambos
sexos. Posterior al destete se da una sobre expresion de interferon o y del complejo mayor de
histocompatibilidad clase 1 (MHC 1), seguida de una infiltracién de macréfagos, células asesinas
naturales (NK), células dendriticas, células T y en menor medida células B, lo que desencadena auto
reactividad de las células (3 pancreaticas y destruccion de los islotes. El fenotipo diabético de las ratas
BB se caracteriza por desarrollar hiperglucemia, hipoinsulinemia, pérdida de peso, cetonuria y
requiere una intervencioén inmediata de terapia con insulina para su supervivencia. La presencia de
linfopenia en este modelo es la principal desventaja para su uso en la investigacion en la DT1, dado
a que esta condicidn no es caracteristica de la DT1 en humanos (Pandey y Dvorakova, 2019).

Ratas LEW.1AR1-iddm. Las ratas LEW.1AR1-iddm representan un modelo espontaneo autoinmune
para el estudio de DT1, surge de una mutacion espontdnea en genes del loci para el MHC de ratas
LEW.1AR1. Las ratas LEW.1AR1-iddm generalmente manifiestan diabetes (aproximadamente el 20 %
de los casos) justo en la pubertad sin alguna diferencia entre machos y hembras. Cuando existe la
endogamia en las ratas LEW.1AR1-iddm con diabetes la incidencia de este padecimiento puede
incrementarse hasta un 60 % de las camadas resultantes en ambos sexos (Weiss ef al., 2005). El
fenotipo de diabetes en las ratas LEW.1AR1-iddm se caracteriza por hiperglucemia, glucosuria,
cetonuria y poliuria, asi como la destruccion apoptdtica de las células 3 de los islotes de Langerhans
posterior a la infiltracion de linfocitos B y T, macrofagos y células NK (Weiss et al., 2005; Arndt et al.,
2018). En contraste con la rata BB y el ratéon NOD (diabético no obeso), la rata LEW.1AR1-iddm
sobrevive bien después del inicio de la diabetes y no presenta otras afecciones autoinmunes, lo que
hace que este modelo de rata LEW sea adecuado para estudiar las complicaciones de la diabetes
(Arias-Diaz y Balibrea, 2007).
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Figura 1. Etapas del estudio de compuestos con potencial terapéutico para diabetes. Realizado en
BioRender.com.
Figure 1. Stages of the study of compounds with therapeutic potential for diabetes. Created in BioRender.com.

Raton NOD. El ratén NOD es el modelo animal de preferencia para comprender los mecanismos
fisiopatologicos de las enfermedades autoinmunes, entre ellas la DT1 (Miyazaki et al., 1985; Pandey
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y Dvorakova, 2019). En la tercera o cuarta semana de edad los islotes pancreaticos de los ratones
NOD son infiltrados por células inmunes innatas principalmente por linfocitos CD4+ y CD8+ junto
con células NK, linfocitos B, células dendriticas (DC), macroéfagos y neutréfilos (Miyazaki et al., 1985;
Willcox ef al., 2009), lo que lleva a la destruccién de los islotes y pérdida de alrededor del 90 % de la
insulina pancredtica en un periodo de 10 a 14 semanas en el cual termina estableciéndose la diabetes
(Miyazaki et al., 1985). Los ratones del modelo NOD pierden peso rdpidamente y requieren la
administracion de un tratamiento con insulina para sobrevivir hasta las 30 semanas de edad en
promedio (Miyazaki et al., 1985). Los ratones NOD desempefian un rol determinante en la
comprension de la fisiopatologia de la enfermedad humana, ayudan a los investigadores a disefiar y
evaluar objetivos terapéuticos en la DT1 (Willcox et al., 2009; Pandey y Dvorakova, 2019).

Raton Akita. Es un ratén C57BL/6NSIc que presenta una mutacion espontanea en el gen II de la
insulina (Ins2), en su forma homocigota rara vez sobrevive 12 semanas. Presentan hipoinsulinemia,
hiperglucemia, polidipsia y poliuria. El modelo de raton Akita se utiliza para el estudio del estrés del
reticulo endoplasmatico en las células [ pancreaticas (Chang y Gurley, 2012), y se puede considerar
como un modelo animal para el estudio de la neuropatia autonémica simpatica diabética y de

nefropatia diabética debido a las similitudes clinicas que presentan con estas afecciones en el humano
(Chang y Gurley, 2012; He et al., 2019).

Modelos de diabetes inducidos

La generacion de ratas y ratones que presenten una o mas caracteristicas clinicas de diabetes es
posible mediante la manipulaciéon genética de los murinos o mediante la administracion de
corticoides y farmacos que causan la destruccion de las células 3 del pancreas a estos modelos se les
denomina modelos inducidos (Fig. 2).

Induccién quimica. Mediante el uso de productos quimicos como el aloxano y la estreptozotocina
(STZ) considerados diabetogénicos potentes, mismos que funcionan como analogos de glucosa
altamente citotdxicos y acumulables en células f pancreaticas a través del transportador de glucosa
2 (GLUT2) provocando su destruccién. Dosis elevadas > a 50 mg-kg! intravenosas de STZ pueden
producir diabetes irreversible en ratas. El farmaco mas ampliamente utilizado para inducir diabetes
en ratas en la STZ la cual mediante su actividad alquilante de acidos nucleicos conduce a la
fragmentacion del ADN (Pandey y Dvorakova, 2019).

Induccién hormonal. La administracion de glucocorticoides, como la dexametasona, en distintos
periodos de la vida, puede afectar selectivamente la accién de la insulina e inducir resistencia a la
misma. Algunas otras hormonas que pueden causar estos efectos al ser administradas en exceso son
las catecolaminas y la somatostatina.
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Figura 2. Diabetes espontanea e inducida. La diabetes en murinos puede desarrollarse por mutaciones
espontaneas o ser inducida mediante la administracion de farmacos. Creado en BioRender.com.

Figure 2. Spontaneous and induced diabetes. Diabetes in murines can develop through spontaneous mutations
or be induced by drug administration. Created at BioRender.com.

Manipulacién genética. La manipulacion de un gen o grupo de genes cuyo producto esté relacionado
con el metabolismo de la glucosa en ratones (principalmente) ha permitido la generacion de modelos
de estudio de la diabetes. Las modificaciones pueden ser diversas, denominandose ratones
transgénicos cuando se induce la sobre activacién de un gen particular, raton Knock-out cuando se
elimina al gen o genes particulares y raton Knock-in cuando se reemplaza un gen con otra version
alterada del mismo (Fig. 2).

Un ejemplo de modelos de diabetes en ratones modificados genéticamente es el raton LepR#/®, este
modelo se desarroll6 a través de la induccion de una mutacion en el gen db que codifica para el
receptor de leptina. Los ratones LepR#/% desarrollan obesidad, hiperinsulinemia e hiperglucemia
dentro del primer mes de vida y posterior a los tres meses hay un pico de hiperglucemia e hipo
insulinemia. Este modelo es frecuentemente empleado para estudio de dislipidemia diabética o en
estudio de agentes miméticos y de sensibilizadores de insulina (Guilbaud et al., 2019; Pandey y
Dvorakova, 2019).
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Estrategias para estudio de la actividad bioldgica de compuestos en modelos
murinos de diabetes

El estudio y caracterizaciéon de nuevos compuestos bioactivos con actividad antidiabética
requiere el empleo de modelos animales en sus etapas preclinicas, y los modelos murinos de diabetes
son la herramienta ideal para este propdsito.

Compuestos hipoglicemiantes

El objetivo central en el tratamiento de la diabetes es mantener la glucemia en niveles normales
o lo mas cercano a ello, y para lograrlo son empleados tratamientos con farmacos denominados
hipoglicemiantes. El nimero de farmacos hipoglicemiantes se ha incrementado permitiendo que
exista la oportunidad de un manejo individualizado de los pacientes. Actualmente, existen fArmacos
hipoglicemiantes con mecanismos de accidn, efectos secundarios, limitaciones y riesgos diversos
(Tabla 1) (Dalama y Mesa, 2016), lo que hace necesario el desarrollo de compuestos con capacidad
hipoglicemiante que permitan a pacientes no respondedores a determinados farmacos preexistentes
el control adecuado de su glicemia.

Estrategias para el estudio de la actividad hipoglicemiante en modelos murinos

Una estrategia para el estudio del efecto hipoglicemiante de compuestos bioactivos es su
administracion oral en ratas Wistar inducidas con STZ y monitorizacién periodica posterior de
niveles de glucosa sérica (Bell y Hye, 1983), tal como la realizada por Guerrero-Romero et al., quienes
usan este modelo de diabetes para evaluar la capacidad hipoglicemiante de suplementos comerciales
de ctircuma (Curcuma longa) y del extracto de caliz de tomate verde (Physalis ixocarpa Brot.) (Guerrero-
Romero et al., 2020, 2021).

En los modelos de ratas diabéticas mas alla del estudio del impacto sobre los niveles séricos de
glucosa es factible estudiar el mecanismo de accién de los compuestos y su efecto a nivel organico;
para lograr esto se administra (via oral, intraperitoneal o intradérmica, segtin corresponda) el extracto
o compuesto aislado a probar a grupos de ratas con diabetes y sin diabetes por un periodo minimo
de cuatro semanas espacio de tiempo en el cual se obtienen periddicamente muestras sanguineas de
la vena de la cola y de las que se evaltan niveles de glucosa sérica utilizando un glucémetro o kits
colorimétricos. Es ademas factible la determinacion de otros pardmetros tales como los niveles de
insulina sérica mediante prueba de ELISA comercial y el andlisis de proteinas y metabolitos del suero,
plasma u orina por espectrometria de masas para elucidar el mecanismo de accién particular
hipoglicemiante de los compuestos estudiados (Wang et al., 2021). Sumado a lo anterior, biopsias de
tejido hepatico pueden ser analizadas mediante técnicas proteémicas tales como electroforesis de
proteinas, inmuno deteccion por Western Blotting (WB) y en su caso espectrometria de masas, para
detectar diferencias en proteinas asociadas al metabolismo de glucosa (e.g.,, GLUT2, INSR, IRS-1,
entre otras) y técnicas transcriptomicas tales como la secuenciacion masiva y los microarreglos que
permitan evaluar la activacion de genes implicados en la actividad hipoglicemiante. Asi mismo es
factible la realizacion de estudios histopatoldgicos de tejido pancredtico para la evaluacion de
reversion del dafio de las células beta generado por la STZ en los grupos de ratas Wistar tratados con
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el o los compuestos probados. Tal es el caso de Mahana et al. (2023), al estudiar la capacidad
hipoglicemiante de los componentes witanoélidos y flavonoides del extracto etanélico de Physalis
pruinosa.

Tabla 1. Farmacos utilizados para el control glicémico en la diabetes, su mecanismo de accién y ejemplos.
Table 1. Drugs used for glycemic control in diabetes, their mechanism of action and examples.

Farmaco Estructura Mecanismo de accion Ejemplos
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Incrementa, de forma glucosa-

Analogos de los dependiente, la secrecion de Exenatida
receptores del insulina de las células 3 Liraglutida
GLP-1 pancreaticas. Suprime la Semaglutida
_ secrecion de glucagdn (Yabeta  Efpeglenatida
ey, L i et al., 2022).
e FVRps 3
B Inhibidor competitivo
> reversible y selectivo
‘ altamente potente del SGLT2. Canagliflozina
Inhibidores del /J Inhibe la reabsorcién de Dapagliflozina
SGLT2 T glucosa en el I6bulo proximal Enfagliflozina

“ renal, permitiendo su
A eliminacién por orina (Cowie
y Fisher, 2020).

DPP-4, di-peptidil peptidasa 4; GLP-1, péptido similar al glucagén tipo 1; SGLT2, cotransportador de sodio-
glucosa tipo 2.

Compuestos antioxidantes

El estrés oxidativo es resultado de un desbalance entre la producciéon de radicales libres y la
habilidad del organismo de eliminarlos ya sea por medio de mecanismos endogenos o mediante la
participacion de sustancias exégenas con capacidad antioxidante (Santos-Sanchez et al., 2019). Existen
diferentes tipos de compuestos antioxidantes que se clasifican de acuerdo con su estructura quimica
y mecanismo de accidn, entre los que se encuentran los polifenoles, carotenoides, taninos y vitaminas
de los cuales se han identificado y caracterizado mas de 8,000 compuestos en productos extraidos de
plantas, animales y microorganismos mediante técnicas tales como la extraccion con solventes,
extraccion con fluidos supercriticos, extraccion asistida con microondas y extracciéon enzimatica, por
mencionar algunas (Oroian y Escriche, 2015; Santos-Sanchez et al., 2019), tal es el caso de la curcumina
obtenida de Curcuma longa, la cual disminuye los niveles de ROS y del flavonoide kaempferol,
derivado de té verde y otras fuentes, que con su actividad antioxidante disminuye los niveles de IL-
1 8 t de TNF-a en ratones con neuropatia (Abo-Salem, 2014; Unuofin y Lebelo, 2020).

El andlisis de la capacidad antioxidante in vitro es un buen indicador de una actividad antioxidante
in vivo, una vez que se observa favorable, es cuando debe ser estudiado el efecto antioxidante del
compuesto en modelos animales de experimentacion.

10
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Estrategias para el estudio del efecto antioxidante en modelos murinos de
diabetes

Durante los procedimientos de administracion de los compuestos con potencial antioxidante se
debe cuidar especialmente la manipulacién y el almacenamiento del compuesto dada la
biotransformacion a la que se puede enfrentar (e.g., biotransformacion por exposicion a luz, calor o
altas concentraciones de oxigeno). El modelo rata diabética inducido con STZ es el mas
frecuentemente utilizado para la evaluacién de actividad antioxidante de un compuesto en diabetes
in vivo (Pandey y Dvorakova, 2019). Una vez establecida la diabetes se administran dosis
determinadas de los compuestos a probar durante un régimen especifico de tiempo en las ratas, al
completarse los tiempos establecidos se obtienen muestras de fluidos y tejidos de interés (e.g., orina,
plasma, suero, eritrocitos, liquido cerebro espinal, saliva, tejido hepatico, etc.) en los que se estima la
concentracion de Glutation (GSH) reducido, actividad de superdxido dismutasa (SOD), glutation
peroxidasa (GSH-Px) y de catalasa, asi como el porcentaje de peroxidaciéon de lipidos y estudio
metabolomico de plasma, suero y orina mediante espectrometria de masas y cromatografia liquida
de alta presion, entre otras (Wang et al., 2021).

Lui ef al. en el 2019 utilizaron ratas Wistar con diabetes inducida con STZ para evaluar la capacidad
antioxidante de los polisacaridos de las hojas de Guayaba (Psidium guajava). Administraron
diariamente por via oral el extracto por un periodo de tres semanas a grupos de ratas con diabetes y
ratas sin diabetes. Al concluir el tiempo obtuvieron muestras sanguineas por puncién en la vena infra
orbital y muestras de tejido hepatico, renal y pancreatico, en las que determinaron concentracion de
radicales libres, malondialdehido (MDA), actividad de SOD vy catalasa mediante kits comerciales,
obteniendo resultados de efecto antioxidante de los polisacaridos de hoja de guayaba dada la
reduccion de los niveles de MDA y actividad de SOD en el modelo de diabetes (Luo et al., 2019).

Compuestos antiinflamatorios

La inflamacidén es un proceso desencadenado por dafio tisular o infeccién por agentes patégenos
de manera secuencial y organizada tanto por las células afectadas como por las células del sistema
inmunolodgico que acuden al sitio de la lesion (Tu et al., 2022). El incremento de PGA derivado de la
hiperglicemia croénica, asi como la resistencia a la insulina, conducen a la activacion de células del
sistema inmune que producen moléculas proinflamatorias que llaman al establecimiento del estado
de activacion persistente del endotelio vascular, lo que se reconoce como dafio endotelial (Maruhashi
and Higashi, 2021; Nauck et al., 2021).

Un gjemplo ampliamente utilizado en el tratamiento de la diabetes desde finales de los afios 90 son
las tiazolidinedionas mismas que favorecen la sensibilidad a la insulina y con ello disminuyen los
niveles de citocinas proinflamatorias. En esa misma linea posteriormente se ha demostrado que el
analogo de GLP-1 liraglutida induce el incremento de adiponectina, una citocina antiinflamatoria
disminuida en diabetes y obesidad (Dahlqvist et al., 2018). Por lo tanto, el control glicémico e
inflamatorio son determinantes para la prevencion y el tratamiento adecuado de las complicaciones
vasculares y de los nervios que caracterizan a los pacientes con diabetes (Tilg y Moschen, 2008; Luo
et al., 2021; Nauck et al., 2021; Tu et al., 2022).
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Estrategias para el estudio de la actividad antiinflamatoria en modelos in vivo de
diabetes

Para caracterizar la actividad antiinflamatoria de compuestos obtenidos de plantas o sintéticos se
emplean comuinmente ratas Wistar con diabetes previamente establecida a las que se les administra
un esquema de dosis de las diferentes sustancias a evaluar por periodos de 4 a 8 semanas, se obtiene
muestras de sangre de la vena de la cola semanalmente y al final del tratamiento se obtienen muestras
de tejido de interés (Furman, 2021).

El suero o plasma es sometido a la determinacién de la concentracion de moléculas asociadas a
inflamacidn, el ensayo de inmunoadsorcién ligado a enzimas (ELISA), el Western blot (WB), la
citometria de flujo y la nefelometria cuantitativa son algunas de las multiples técnicas que permiten
la inmuno detecciéon de marcadores de inflamacion circulantes en sangre, tales como la proteina C
reactiva (PCR), acido sidlico, proteina amiloide A, Factor de Necrosis Tumoral (TNF), adiponectina,
por mencionar algunos. Las muestras de tejido pueden ser sometidas a analisis histopatologico para
determinar la presencia de infiltraciéon de células inflamatorias en el tejido u érgano estudiado;
analisis inmunohistoquimico para la deteccion de proteinas proinflamatorias (p.e., TNF-aeIL 1) y
antiinflamatorias (p.e., IL 10 y TGF-f3) en el tejido de interés; citometria de flujo para evaluar la
presencia de marcadores celulares de inflamacién. Asimismo, el analisis de los acidos nucleicos
extraidos del tejido nos permite evaluar la activacién de genes codificantes de moléculas asociadas a
inflamacién mediante la técnica de qPCR, microarreglos de genes inflamatorios y secuenciacién
masiva (Fu et al., 2021), por mencionar algunas técnicas.

Un ejemplo de estudio del efecto antiinflamatorio es el realizado en ratas Wistar diabéticas inducidas
con STZ via intraperitoneal es el publicado por Mahana et al. (2023), quienes analizaron la capacidad
antiinflamatoria del extracto etanolico de Physalis pruinosa, que contiene componentes de las familias
witandlidos y flavonoides (Mahana et al., 2023). Una vez establecida la enfermedad en el modelo in
vivo se administro via oral el extracto etandlico de Physalis pruinosa a los grupos de ratas controles y
diabéticas por espacio de cuatro semanas. Posteriormente, el higado y pancreas fue analizado
mediante WB y se detectd disminucidon en las proteinas p30-MAPK, ERK1/2, NF-KB y TNF-a en el
grupo de ratas tratadas con el extracto etanolico, por lo que determinaron que el extracto etandlico
de Physalis pruinosa presenta actividad antiinflamatoria a través de la via MAPK y ERK1/2 (Mahana
et al., 2023).

Compuestos inductores de cicatrizacion

La hiperglicemia crénica induce cambios vasculares que comprometen el suministro de sangre
alos tejidos. En el caso de presencia de heridas, el escaso flujo sanguineo genera un ambiente hipoxico
que disminuye la velocidad de recuperacion del tejido e incrementa la posibilidad de infeccion
(Garrido et al., 2003; Rodriguez Chula et al., 2020). El pie diabético es la principal causa de amputacion
de un miembro inferior dado que la pobre irrigacion e hipoxia tisular permite el desarrollo de
necrosis (Garrido et al., 2003). Ya sea como apositos o cremas de biopolimeros sintéticos, de
nanoparticulas, de infusiones o de extractos de plantas, existen estudios enfocados en desarrollar
tratamientos que mejoren la capacidad de cierre de heridas en pacientes con diabetes, para lo que
utilizan en su etapa preclinica a modelos murinos de diabetes.
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Estrategias para el estudio de agentes cicatrizantes en modelos de diabetes

Los modelos murinos de cicatrizacién mas frecuentemente utilizados son los de recuperacion
de una herida de segunda intencién y el modelo de quemaduras (Politis y Dmytrowich, 1998; Dunn
et al., 2013; Abdullahi et al., 2014; Martinez-Higuera et al., 2021; Chen et al., 2022).

Modelo de cicatrizacion de la herida de segunda intencién. Este modelo plantea el mimetizar las
heridas que se generan en los pacientes con pie diabético. Para realizar este modelo primero se
anestesia a los animales de experimentacién por via intraperitoneal o intramuscular, segin se
prefiera. Posteriormente, se elimina todo el pelo del area y se realiza la herida con un punzén de
anclaje dérmico de biopsia y se administra el compuesto a analizar por via oral o topica directamente
sobre la herida a intervalos de tiempo segtin corresponda. Se monitoriza la recuperacion de la herida
midiendo la misma con un vernier para calcular su % de retracciéon (Ecuacion 1) y analizando
indicadores histologicos a distintos tiempos de recuperacion de la herida (Martinez-Higuera et al.,
2021).

Area inicial de la lesién — Area final de la lesion

% de retraccion de herida = x 100 Ec. (1)

Area inicial de la lesién

Un ejemplo de este procedimiento es el desarrollado por Chen et al. (2021) quienes con el objetivo de
evaluar la actividad cicatrizante de geniposide en un modelo de rata diabética inducida con STZ
realizaron una herida de segunda intencion en el dorso de la rata y administraron oralmente la
geniposide a diferentes concentraciones diariamente por siete dias (Fig. 3). La recuperacién de la
herida se evalué midiendo la herida e indicadores histologicos de biopsia de la herida al séptimo dia.
Geniposide redujo significativamente la lesién a los 7 dias de tratamiento en comparacién con el
grupo control de vehiculo y sin tratamiento. Mediante histologia se evidencié la reduccion
significativa de la infiltracion de células inflamatorias y la proliferacion de fibroblastos en la region
central de la herida (Chen et al., 2022).

Modelo de cicatrizacion de la herida de quemaduras. En murinos se realiza con anestesia mediante
via intraperitoneal o intramuscular, se elimina el pelo del area y se realiza contacto con una solera de
metal adaptada a un cautin con el propdsito de controlar la temperatura y area de la lesion inicial
(Martinez-Higuera et al., 2021), una vez generada la herida se administra el compuesto por via oral o
topica, segun corresponda (Martinez-Higuera et al., 2021). La recuperacion de la herida se evaltua
midiendo la misma para calcular su retraccion (Ecuacion 1) y evaluando indicadores histoldgicos a
distintos tiempos (Fig. 3).

Un ejemplo de aplicacion del modelo de cicatrizacion de quemaduras es el trabajo desarrollado por
Martinez et al. (2021) quienes estudiaron la capacidad cicatrizante de un hidrogel de Carbopol con
nanoparticulas de plata acopladas a extracto de Mimosa tenuiflora en un modelo de quemadura de
segundo grado en rata Wistar diabéticas inducidas con STZ, emplearon ketamina/xilazina (70 mg kg-
1/8 mg kg1) via intraperitoneal como anestésico y realizaron una quemadura de segundo grado de
didmetro controlado en el dorso lateral de ratas diabéticas y controles, empleando un metal a 110 °C
en contacto con la piel de la rata durante 10 segundos. El grado de la quemadura fue confirmado
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histolégicamente y una vez generada la herida se procedi6 a aplicar diariamente y de forma tdpica el
hidrogel con las nanoparticulas de plata y el extracto de Mimosa tenuiflora por espacio de 14 dias; el
proceso de recuperacion de la herida fue medida por un vernier electrénico diariamente y al final se
tomo biopsia de la piel cicatrizada para su analisis histoldgico. Martinez et al. (2021), evidenciaron
que el hidrogel de Carbopol con nanoparticulas de plata acopladas a extracto de Mimosa tenuiflora
reduce significativamente la herida por quemadura en un tiempo menor al que presentaron los
grupos controles sin tratamiento. Como hallazgos histoldgicos se mostré reduccion de la infiltracion
de células inflamatorias y la proliferacién de fibroblastos en la regidon central de la herida en
preparados de hematoxilina y eosina (Martinez-Higuera ef al., 2021).

Herida por quemadura
% Tratamiento
. j ,.-/"‘. ’\ =
e, ‘{"*_. ! ’ ! &y
» — @ 2 rrrrrrT—>
r P 6 2 4 6 .
= > Dias > A —
Induccion de Q J
diabetes b W: - @
Hemiiﬁ:ﬁ:iec‘,?]u“da Monitorizacion Analisis histologico

Figura 3. Estrategia para el estudio de cicatrizacién en modelos murinos de diabetes. Creado en BioRender.com.
Figure 3. Strategy for the study of healing in murine models of diabetes. Created in BioRender.com.

Consideraciones al emplear modelos murinos de diabetes

Factores genéticos, ambientales y epigenéticos dan lugar a sintomas y cuadros clinicos
particulares en diferentes tipos de diabetes lo que hace incorrecta la generalizacion de los modelos
murinos de diabetes para el estudio de esta patologia y sus tratamientos (ElSayed et al., 2022). En el
caso de la DT1 hay destruccion de las células beta del pancreas y por lo tanto ausencia de insulina, a
diferencia de la DT2 donde se presenta resistencia a la insulina entre otros factores.

Los modelos murinos de diabetes poseen caracteristicas particulares que se deben considerar al
momento de su eleccion y disefio de la estrategia experimental, e.g., los ratones obesos LepRd/& nos
permitiran estudiar aspectos relacionados a la resistencia a la insulina (Guilbaud et al., 2019), mientras
que los ratones Akita dado que presentan glomerulopatia por deposicién de IgA no seran una buena
eleccion para el estudio de la funcién renal, por mencionar algunos (Tabla 2) (Chang y Gurley, 2012).
Por lo tanto, la eleccion del modelo de diabetes debe realizarse en consideracion al tipo de tratamiento
en el estudio propuesto y con entendimiento de la fisiopatologia del modelo seleccionado (Yagihashi,
2023).
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Conclusiones

El estudio de nuevos compuestos bioactivos para el desarrollo de tratamientos de la diabetes y
sus complicaciones es un campo de investigacion que se encuentra en continuo avance. La realizacion
de ensayos in vivo en etapas preclinicas de estudio de sustancias bioactivas es indispensable previo a
la realizacién de ensayos clinicos en humanos. Las ratas y ratones son especimenes de
experimentacion con multiples ventajas sobre otros modelos animales por su tamafo, espacio
requerido, costo y capacidad de manipulacién, ademas de que desarrollan de manera inducida o
espontanea cuadros clinicos que asemejan a los de la DT1 o DT2 presentes en humanos, haciéndose
posible evaluar en estos animales los efectos hipoglicemiantes, antiinflamatorios, antioxidantes y
cicatrizantes de los compuestos propuestos mediante procedimientos que son reproducibles, actuales
y ampliamente reportados.

Tabla 2. Ventajas y limitaciones de los modelos murinos de diabetes.
Table 2. Advantages and limitations of murine models of diabetes.
Modelo Ventajas/aplicaciones Limitaciones Referencias

Requiere insulina para

Estudio de RI y obesidad
. y sobrevivencia. (Dalco y Dave,
asociada a la diabetes. L , ,
. Deficiencia de células T. 2023; Martin-

Ratas BB Tratamientos para ACV e

. o, Propensas a desarrollar Carroet al.,

inflamacién. D

Estudios de intervencion. tiroiditis, 2023)

Estudio de DT1.

Sobrevivencia mayor que

Incremento de citocinas
Ratas ratas BB y ratones NOD,

. . Martin-Carro
proinflamatorias en los (

LEW.1AR1-iddm ideales para estudios de islotes et al., 2023)
largo plazo. '
wn
g
5 Requiere insulina para
k= sobrevivir después de las
1)
a. 30 sem.
&a) Estudio de la DT1 Estudio de DT1. (Olivares et al.,
, autoinmune. La presencia de 2017;
Raton NOD Estudios de intervencionen  patdgenos inhibe Yagihashi,
nefropatia y neuropatia. desarrollo de diabetes. 2023)
Algunas drogas eficientes
en este modelo no lo son
en humanos.
Estudlo.de DT1 como Estudio de DT
alternativa al modelo con No empleados para (Dalco y Dave,
Ratén Akita STZ. P P 2023; Olivares
N H " H estudios renales. tal. 201
.eurlo.pa 1ay retmopatia Sobrevivencia < 12 sem. etat, 7)
diabética.
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Induccién con
STZ

n

o

e

U .7

= Induccién con

& aloxano
Ratones
Ledeb/db

Bajo costo.

Requiere bajas dosis para
desarrollo de diabetes.
Estudios de intervencion.
En combinacion con dietas
altas en grasas puede
generar cuadros clinicos de
DT2.

La STZ es altamente toxica
y carcinogénica.

Dano a hepatico y renal
por STZ atribuible a la
diabetes.

Sobrevivencia hasta las 20
sem.

(Dalco y
Dave, 2023;
Martin-Carro
etal. 2023;
Olivares et
al., 2017)

Estudios de intervencion.
En combinacion con dietas
altas en grasas puede

Dario renal atribuible a la
diabetes.

(Olivares et

, . Sobrevivencia hasta las 20  al., 2017)
generar cuadros clinicos sem
propios de DT2. '
(Dalco y
Estudio de inflamacion y Dave, 2023;
ACV, dislipidemia, Costo y mantenimiento. Martin-Carro
obesidad y RI. etal. 2023;
Estudios de intervencion. Yagihashi,
2023)

BB, BioBreeding; RI, resistencia a la insulina, ACV, accidente cerebro vascular; DT1, diabetes tipo 1;
NOD, diabético no obeso; STZ, estreptozotocina; DT2, diabetes tipo 2.
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Politica editorial

Son bienvenidos manuscritos originales e inéditos de tipo cientifico y tecnoldgico, los
cuales deberan estar escritos con un lenguaje accesible a lectores con formacion
profesional o de interés cientifico en forma légica y clara. TECNOCIENCIA
CHIHUAHUA, publica articulos de investigacion, notas cientificas y articulos de
revision actualizados por invitacién. Todo manuscrito recibido es revisado en primera
instancia por el Comité Editorial para asegurar que cumpla con el formato y contenido
establecido por las normas editoriales de TECNOCIENCIA CHIHUAHUA. El equipo
editorial revisara que el envio cumpla con todos los requisitos de postulacion,
incluyendo su revisidn bajo el software antiplagio iThenticate donde el porcentaje de
similitud con otros trabajos debera ser menor al 10 %. Los articulos seran enviados a
revision y una vez revisado y consideradas las sugerencias y cambios al manuscrito, los
editores asociados determinaran su viabilidad para ser publicado; notificandose la
aceptacion o rechazo al autor. Si el manuscrito es aceptado la revista enviara el
manuscrito al proceso de edicion, cuyo responsable se contactard con el autor de
correspondencia para la revision y aprobacion de las pruebas de galera. Asi mismo, se
le solicitard un resumen grafico que describa en forma visual el contenido del articulo,
ademas de cuatro o cinco aspectos relevantes del trabajo a publicar.

Para la evaluacion de manuscritos se aplican los criterios de: rigor cientifico, calidad y
precision de la informacion, relevancia del tema y la claridad del lenguaje. Los arbitros
prestaran especial atencion a la originalidad de los escritos, es decir, revisaran que el
manuscrito sea producto del trabajo directo del autor o autores y que no haya sido
publicado o enviado algo similar a otras revistas. Los articulos de investigaciones deben
presentar: un analisis detallado de los resultados originales, asi como un desarrollo
metodoldgico riguroso, resaltando los aportes cientificos logrados. Las notas cientificas
0 comunicacion corta, deberdn mostrar resultados novedosos, modificaciones de
técnicas o desarrollo de técnicas emergentes innovadoras. Asimismo, los articulos de
revision deberan abordar tematicas novedosas y fundamentar el estado del arte en una
revision de literatura actualizada sobre temas actuales y de interés para el lector.

La revista TECNOCIENCIA CHIHUAHUA proporciona un acceso abierto e inmediato
a su contenido, con el principio de ofrecer al publico un acceso libre a informacién
cientifica original e inédita y a revisiones criticas actualizadas que favorezcan una
mayor difusién global de conocimiento y cumplir asi, con la normativa de acceso
abierto de DOAJ.

Arbitraje

El proceso de evaluacién de manuscritos es el siguiente: Un editor evaluara cada
contribucidn, y podria rechazar trabajos en esta etapa por razones tales como: carecer
de originalidad, tener serias deficiencias cientificas, un uso inadecuado del lenguaje y
de la gramatica en general, o que el contenido esté fuera de los alcances de la revista.
Los autores deberan proporcionar los datos de contacto completos de cuando menos
tres arbitros potenciales adscritos a una institucion distinta a la del autor, sin embargo,
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Y

la asignacion de los arbitros para revision del manuscrito serd una decision de la revista.
La revista opera bajo un sistema de doble ciego y favorecera la participacion de
revisores externos a la institucion y al pais de la revista. Tras el proceso de arbitraje, el
editor emitird un dictamen respecto a la evaluacion del trabajo a los autores el cual
puede ser: aceptado, aceptado con revisiones menores, aceptado con revisiones
mayores o rechazado.

En caso de controversia, el Editor podra solicitar una evaluacion adicional con un tercer
arbitro o dictaminar el manuscrito.

Derechos de autor

Una vez aceptado el manuscrito, se solicitara al Autor enviar el formato de cesion de
derechos de autor para la difusion del articulo a TECNOCIENCIA CHIHUAHUA. Los
autores concederan por escrito a la revista TECNOCIENCIA CHIHUAHUA, la
propiedad de los derechos de autor, lo que permite que su articulo y materiales puedan
ser reproducidos, publicados, editados, fijados, comunicados y transmitidos
publicamente en cualquier forma o medio, asi como su distribucion en el nimero de
ejemplares que se requieran y su comunicacion publica, en cada una de sus
modalidades, incluida su puesta a disposicion del publico a través de medios
electronicos, oOpticos o de cualquier otra tecnologia, para fines exclusivamente
cientificos, culturales, de difusion y sin fines de lucro.

Los articulos publicados en TECNOCIENCIA CHIHUAHUA, se distribuirdn
amparados bajo la Licencia Creative Commons Atribucion-NoComercial 4.0
Internacional

Costo y tiempo de publicacion

La Revista TECNOCIENCIA CHIHUAHUA es gratuita y esta financiada por la
Universidad Autonoma de Chihuahua (UACH). Se solicita a los autores se inscriban a
la Revista para estadisticas de acceso y autoria.

El tiempo para la recepcion y envio a revision sera en un maximo de tres dias. El tiempo
promedio para la primera respuesta de los arbitros es de cuatro semanas. El tiempo

estimado para la aceptacion del articulo es de tres meses y su publicacién dependera de
la cantidad de trabajos que estén en espera de publicacion.

Contribuciones

1. Tipos de contribuciones

PAGINA 2


http://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/

Y

Las contribuciones se clasifican en articulos de investigacion, notas cientificas, asi
como articulos de revision en espafiol e inglés. Se aceptaran para su evaluacion articulos
de revision, Unicamente con previa invitacion por parte del comité editorial de
TECNOCIENCIA CHIHUAHUA.

No se aceptan contribuciones que se limiten a reportar informacién general sin
fundamento estadistico, encuestas, composicion quimica, u optimizacion de
formulaciones (superficie de respuesta). Debe haber una aportacion cientifica,
tecnoldgica o ingenieril original, inédita y que no esté siendo considerada para su
publicacion simultdnea en otro medio. Una descripcién de los envios se encontrara en
el siguiente apartado.

2. Areas de las contribuciones

Las areas que abarca la Revista TECNOCIENCIA CHIHUAHUA son las siguientes:
Alimentos, Bioldgica, Salud, Agropecuaria, Cultura Fisica, Ingenieria y Tecnologia,
Quimica y Recursos Naturales. Al someter su contribucion se debera indicar la
categoria que le corresponde. De no ser esto posible, es responsabilidad del autor
proporcionar el area sugerida de su contribucion.

3. Idioma de las contribuciones
El idioma de las contribuciones sera inglés o espafol. Se recomienda que los autores
Ileven a cabo una cuidadosa revision del correcto uso del lenguaje para que los revisores
puedan evaluar los méritos cientificos del trabajo. Los editores podran rechazar
cualquier contribucion que no cumpla los estandares.

4. Preparacion y envio de las contribuciones
Es indispensable que el autor se registre para postular el manuscrito a la revista. Se
recomienda que el autor complete en su totalidad todos los datos solicitados en su perfil
incluyendo su identificador ORCID.

¢No esté registrado? Registrese aqui

¢Ya esta registrado? Ingrese aqui

Los autores, deberan seguir las directrices del sitio web de la revista para el envio de
las contribuciones.

Lineamientos generales para envio de manuscritos

Guia practica para subir un envio a la plataforma

Las contribuciones deben ir acompafiadas de una carta al editor (Carta de presentacion

del articulo) en donde explicitamente se describird la relevancia del trabajo,

manifestando que el trabajo no ha sido publicado o esta siendo considerado para
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publicacion en otra parte. Asi mismo, se hard de manifiesto que la publicacion ha sido
aprobada por todos los autores y que el manuscrito una vez aceptado no sera publicado
de la misma forma en otra revista, en inglés, espafiol, o cualquier otra lengua, ni
electronicamente, sin el consentimiento de la revista. Las secciones que integraran a
cada una de las contribuciones se muestran a continuacion:

1) Articulos cientificos

Se constituirdn de los resultados parciales o finales de investigaciones originales
fundamentadas en metodologias cientificas. Los articulos de investigaciones deben
presentar: un andlisis detallado de los resultados, asi como un desarrollo metodolégico
original, resaltando los aportes cientificos logrados. Estos articulos se conforman de las
siguientes secciones:

a) Titulo del articulo

b) Resumen/Abstract

¢) Introduccion

d) Materiales y métodos

- Materiales

- Métodos
Métodos fisicoquimicos
Métodos bioldgicos
Métodos estadisticos

e) Resultados y discusion
f) Conclusiones

g) Agradecimientos

h) Conflicto de interés

i) Referencias

En la descripcion de la seccidn de Materiales y métodos y Resultados y discusion, puede
redactarse y presentarse en una sola seccidn o estructurarse con subtitulos para una
mejor descripcion. Debera tener una extension de 18 cuartillas como méaximo,
incluyendo Resumen y Referencias

2) Notas cientificas

Es una comunicacion corta, sobre resultados novedosos, modificaciones de técnicas o
desarrollo de técnicas emergentes innovadoras, informes novedosos de investigaciones
en el area de agropecuaria, salud, deportes o ingenieria. Para la presentacion de este
documento, se incluiran las secciones.

a) Titulo del articulo
b) Resumen/Abstract
c) Texto

d) Conclusiones

e) Agradecimientos
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f) Conflicto de interés
g) Referencias

El texto de las notas cientificas, se presentara en forma corrida, pero en forma clara 'y
con coherencia, que permita su facil comprensidn. Debera tener una extensién maxima
de 9 cuartillas, incluyendo Resumen y Referencias

3) Articulos por invitacion
Articulos de revisiéon

Se conformaran, de revisiones criticas actualizadas de un topico en especial novedoso
de las areas tematicas de la revista. El objetivo de estos articulos, es presentar al lector
una perspectiva de un tema en especifico, a través de su analisis de la informacion,
discusion y tendencias. La estructura de este articulo se conformara de las secciones:

a) Titulo del articulo
b) Resumen/Abstract
¢) Introduccion

d) Texto

e) Conclusiones

f) Agradecimientos

g) Conflicto de interés
h) Referencias

El texto debera ser coherente con el objetivo y podra redactarse con los subtitulos que
sean necesarios, para una mayor comprension del tema. Debera tener una extension
méaxima de 20 cuartillas, incluyendo Resumen y Referencias.

Plantillas de los articulos

La descripcién de las secciones estan incluidas en la siguiente seccion de esta Guia para
Autores, ademas de en la plantilla para cada tipo de articulo: Articulo de Investigacion:
Plantilla de Articulo de Investigacion; Notas cientifica: Plantilla de Notas Cientificas;
Articulo de Revision: Plantilla Articulo de Revision. En estas se consideran sus
especificaciones, las cuales deben ser acatadas por el autor. Asimismo, en cada una de

las plantillas vienen las especificaciones del formato de texto (tamafio y tipo de fuente,
margenes, interlineado, etc.) el cual debe estar a una columna. Todas las paginas deben
ser numeradas secuencialmente.

Descripcion de los elementos de un articulo

Titulo

PAGINA 5


https://vocero.uach.mx/index.php/tecnociencia/libraryFiles/downloadPublic/45
https://vocero.uach.mx/index.php/tecnociencia/libraryFiles/downloadPublic/46
https://vocero.uach.mx/index.php/tecnociencia/libraryFiles/downloadPublic/47

Deberé incluir versiones en espafiol e inglés, ser conciso y explicar la naturaleza del
trabajo. Este debera tener una extension maxima de 20 palabras. La plantilla incluye la
seccion de autores, los cuales deberdn ser correctamente descritos, incluyendo su
afiliacion. En caso de existir varios autores, debera indicarse con un asterisco el autor
para la correspondencia, asi como la cuenta de correo electrénico del mismo.

Resumen/Abstract

Este debera presentarse en espafiol e inglés, respectivamente. Con la extension maxima
de palabras como se muestra en la plantilla. Este debe de incluir en forma clara el
objetivo, descripcién breve de la metodologia, resultados y discusion relevantes
conclusiones y aporte del trabajo. En éste se incluiran cinco palabras claves, en espafiol
e inglés, que permitan ligar informaticamente el contenido del articulo.

Introduccién

La introduccion describe el estado actual del conocimiento sobre el topico de
investigacion abordado, su justificacion e importancia, asi como la inclusion de la
hipdtesis y el objetivo del trabajo. Esta seccion no debera ser mayor a dos cuartillas.

Materiales y métodos
Materiales

En esta seccidn se describen los materiales o sustancias empleadas para el desarrollo de
la investigacion. Especificando las caracteristicas y fuentes de obtencion, condiciones
de manejo, almacenamiento y grado de pureza de sustancia o reactivos si ese es el caso.
Sefialando el nombre de compaiiias, ciudad y pais donde los materiales y sustancias
fueron adquiridos.

Meétodos

Descripcion de técnicas y procedimientos, asi como el andlisis de datos de los
resultados obtenidos. En el caso de metodologias novedosas, estas se describiran
detalladamente y cuando sean métodos comunes, se indicara la referencia
correspondiente.

Etica: Cuando el articulo incluya estudios, experimentos con animales y evaluacion
sensorial de alimentos se deberd de incluir la seccién ética correspondiente, la cual
deberd describir los procedimientos seguidos y su apego a las normas, asimismo
adjuntar un documento con la aprobacion por el comité de bioética que corresponda.

Resultados y discusion
Los resultados y discusion se presentaran en una sola seccion. Los resultados podran
presentarse en tablas, figuras, fotografias o datos, los cuales se describiran y se

justificaran con base a conocimientos o fundamentos existentes. En esta seccion se
contrastan los resultados obtenidos con la hipétesis planteada y sus semejanzas o
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diferencias con resultados de investigaciones previamente realizadas y publicadas. El
empleo de tablas y figuras debera ser en forma complementaria del texto de la seccion.

Conclusién

Es una generalizacién de los resultados obtenidos y representan las aportaciones
concretas del estudio. Incluyen magnitudes relativas o absolutas de las respuestas sin
argumentacion complementaria. Resaltando los aspectos novedosos e importancia de
los resultados obtenidos, especificando mejores condiciones o parametros finales del
estudio. Debe mostrar congruencia con el titulo, resumen y objetivo del trabajo.

Agradecimientos

Esta seccion es opcional y tendrd un maximo de cuatro renglones para expresar
agradecimientos a personas o instituciones que hayan contribuido a la realizacion del
trabajo.

Conflicto de Interés

Escribir un parrafo sefialando la inexistencia de conflicto de intereses, en la publicacion
de estos resultados.

Referencias

Las referencias que se incluyan en el texto deberan ser pertinentes, originales y
modernas; se citaran acorde al formato sistema Harvard, en el cual se incluye el apellido
de los autores y afio de la publicacion entre paréntesis. En el caso de que sean dos
autores iran unidos por “y” (Choi y Garza, 2020). Cuando sean mas de dos autores, se
citara el apellido del primero seguido por “et al.,” (en cursiva) y el afio de publicacion
(Gu et al., 2019). Si se citan varias referencias, estas se separaran por punto y coma y
en orden cronoldgico ascendente (Gu et al., 2019; Choi y Garza, 2020). La relacion de
autores en la seccion de referencias sera por orden alfabético de acuerdo al formato
APA,

IMPORTANTE: Toda vez que la referencia cuente con el registro internacional DOI
debe incluirlo utilizando el siguiente formato http://doi.org/XXXXXX

A continuacién, se muestran algunos ejemplos:

Articulos de revistas cientificas

Braber, N. V., Vergara, L. D., Rossi, Y. E., Aminahuel, C. A., Mauri, A. N., Cavaglieri,
L. R., & Montenegro, M. A. (2020). Effect of microencapsulation in whey protein and
water-soluble chitosan derivative on the viability of the probiotic Kluyveromyces

marxianus VMO004 during storage and in simulated gastrointestinal
conditions. LWT, 118, 108844. https://doi.org/10.1016/j.lwt.2019.108844
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Capitulos de libros

Ho, Y. C,, Chua, S. C., & Chong, F. K. (2020). Coagulation-Flocculation Technology
in Water and Woastewater Treatment. In Handbook of Research on Resource
Management for Pollution and Waste Treatment (pp. 432-457). 1GI Global.

Libros

Low, I. M. (Ed.). (2018). Advances in ceramic matrix composites. Woodhead
Publishing.

Patnaik, A., & Patnaik, S. (Eds.). (2019). Fibres to Smart Textiles: Advances in
Manufacturing, Technologies, and Applications. CRC Press.

Patentes

Gotz, M. R., Holmgren, K., Larsson, N., Fiebich, B., & Wade, W. (2019). U.S. Patent
Application No. 16/478,514.

Tesis

Rios, E. A. (2018). Incidencia y control de tipos patogenos de Escherichia coli (STEC

y EPEC) en leche de vaca y quesos derivados en Castilla y Ledn (Tesis doctoral,

Universidad de Ledn).

Boletin

Kirk, M. D., Angulo, F. J., Havelaar, A. H., & Black, R. E. (2017). Diarrhoeal disease

in children due to contaminated food. Bulletin of the World Health Organization, 95(3),

233.

Paginas electrénicas

Inegi. (2017). https://www.inegi.org.mx/temas/agricultura/

Base de datos

Wishart, D. S., Feunang, Y. D., Marcu, A., Guo, A. C., Liang, K., Vazquez-Fresno, R.,
. & Sayeeda, Z. (2017). HMDB 4.0: the human metabolome database for

2018. Nucleic acids research, 46(D1), D608-D617.

Citas la abreviacion de la revista TECNOCIENCIA CHIHUAHUA en los indices
internacionales es Rev. TECNOCIENCIA CHIH.

Tablas, figuras y ecuaciones, las tablas y figuras deben enviarse en un archivo adjunto
al manuscrito; de preferencia en un archivo Word. O bien, crear un archivo comprimido
(.zip o .rar) que contenga los archivos de tablas y figuras. Adicionalmente, las tablas y
figuras del manuscrito, se colocaran dentro del texto principal en el lugar indicado por
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los autores, con titulos en espafiol e inglés. El titulo de la figura debe presentarse como
Fig. 1. Titulo de la figura.

Es recomendable que las figuras se preparen con software especifico. Tome en cuenta
que el tamafio de las figuras se ajustara en el proceso de edicion para ajustarse a los
margenes de impresion. Por ello, se recomienda hacer ejes, cuadros, etc.,
suficientemente grandes para que resulten legibles aun al reducir el tamafio. Las
extensiones aceptables para las figuras son JEGP y TIF, considerando las siguientes
caracteristicas de calidad (en puntos por pulgadas):

- 300 ppp para imagenes a escala de grises o color.

- 600 ppp para combinaciones imagen texto.

- 1,200 ppp para imagenes a linea.

Las tablas deben presentar tres bordes horizontales completos (en la fila de encabezados
y al final), cualquier otro borde horizontal debe ser parcial, no deben tener bordes
verticales y no se aceptaran en forma de imagenes.

Las ecuaciones deben estar escritas con un editor de ecuaciones y deben aparecer en el
manuscrito numeradas con el formato de nimero arabigo. Las ecuaciones insertadas
como iméagenes no son aceptables.

En el texto del manuscrito, al referirse a una ecuacion debe escribirse de la siguiente
manera: Ec. (1) o bien Ecs. (1) -(4), al referirse a una figura, seguir la misma regla, por
ejemplo: Fig. 1, o bien Figs. (1) -(5) y al referirse a una tabla, por ejemplo: Tabla 1 o
bien Tablas (1) -(3).

Figuras y cuadros (version para produccion)

Las figuras y graficos deben proporcionarse en el texto principal y numerarse
consecutivamente con ndmeros arabigos y sus subtitulos respectivos deben incluirse
dentro del texto principal en el lugar indicado por los autores.

Cuando se incluyan figuras que contengan fotografias o micrografias, asegurarse que
sean de alta resolucion para que cada foto tenga al menos 300 ppp para imagenes a
escala de grises o color. Todas las fotografias deben contener el nombre del autor.
Tablas (version para produccion)

Las tablas deben proporcionarse en el texto principal y como archivo adjunto, y
numerarse con nimeros arabigos. Deben estar incrustados en el texto del manuscrito,
en el lugar indicado por el autor. Las tablas deben prepararse con Microsoft Word®
2007 o posterior; no deben importarse de Excel® o Powerpoint®, y deben:

a) Tener un nimero y un titulo (en inglés y en espafiol)

b) Sea auto-explicable
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c) Tener los digitos significativos con la desviacion estandar definidos de acuerdo con
el criterio estadistico

d) Mostrar datos que no se muestran en los gréaficos

e) Tener el formato mas simple posible; no estd permitido el uso de sombras, color o
filas verticales y diagonales

f) Solo tienen letras minusculas en el superindice que indiquen notas al pie de tabla
(abreviaturas, unidades, diferencias estadisticas, etc.). Un ejemplo de tabla se muestra
en los formatos de ""Plantillas de articulos"

Abreviaturas, los nombres cientificos se escribiran en cursivas, el género de la especie
podra abreviarse después de que se mencione por primera ocasion en el texto. Las
unidades de cualquier dato cientifico o de laboratorio deberadn seguir el sistema
internacional de medidas y usar las abreviaturas o simbolos recomendados por las
normas internacionales. No debera usarse punto en las abreviaciones Ej.: kg (NO kg.).
Se utilizara espacio entre la cantidad y la unidad o simbolo Ej. 8 cm, 100 %. Las notas
a pie de pagina deberan ser evitadas.

Material adicional, si los autores lo desean, pueden proporcionar material adicional o
complementario como soporte al articulo (texto, tablas, figuras o multimedia), el cual
estara disponible en la pagina web de la revista una vez que sea publicado. Si el
manuscrito ha sido aceptado, también se le solicitara al autor un resumen gréafico y los
puntos relevantes del trabajo. El resumen grafico debe describir en forma general el
contenido del articulo, este resumen debe tener las siguientes caracteristicas: archivo
editable en diapositiva de Powerpoint, NO usar datos, tablas o figuras contenidos en el
articulo, contener figuras libres de restricciones de derechos de autor, debe incluir un
resumen que incluya de dos a tres enunciados donde se describe los antecedentes, como
fue realizado el trabajo y los principales resultados. Los puntos relevantes del trabajo,
deberan ser cuatro aspectos alcanzados, presentados en forma de enunciado con un
méaximo de 80 caracteres con espacios.

Los archivos que el autor debera preparar para el envio seran:
(Formatos)

El texto principal del manuscrito debe presentarse de la siguiente manera:
1) El manuscrito en Word para produccién

Este archivo, corresponde a las "'Plantillas de articulos' presentadas en esta guia de
autores, cuyas caracteristicas de formato se muestran a continuacion.

= Formato Microsoft Word® 2007 (o posterior)
= 10 puntos Palatino Linotype
= Espaciado especificado en la plantilla
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= Texto completo del manuscrito (extension de acuerdo al tipo de manuscrito)

= Las figuras, cuadros, tablas, ecuaciones y sus respectivos titulos deben estar
incorporados en el texto principal en el lugar indicado por los autores

= Las paginas deben estar numeradas secuencialmente

= La carta de presentacion debe presentarse por separado

= La pégina principal debe incluir los nombres e instituciones de los autores

= Elarchivo debera llamarse “Apellidos autor produccion”.doc.

2) En el manuscrito en Word para revision

Este archivo es una copia del manuscrito en Word para produccion pero se editara
sin los nombres de los autores e Instituciones para enviar este archivo cegado a revision
con los arbitros.

Este archivo debera ser nombrado “Apellidos de autor revision”.doc: version para
evaluacion del revisor. Las caracteristicas de formato incluyen las siguientes
especificaciones:

= Las lineas del texto al igual que las paginas deben estar numeradas
secuencialmente

= No debe incluir los nombres e instituciones de los autores ni en la pagina
principal del manuscrito, ni en la informacién del archivo

3) Carta de presentacion de articulo o autoria.

La carta de presentacion del manuscrito (Carta de presentacion del articulo) debe incluir
la relevancia e importancia del trabajo (un breve texto que describa la relevancia del
trabajo de investigacion o articulo de revision de manera concisa (con no méas de 100
palabras). Ademas, incluira la declaratoria de que el documento presentado no ha sido
publicado (parcial o totalmente) ni ha sido sometido a arbitraje simultaneamente en otra
revista. Haciendo constar que cuenta con la aprobacion para su publicacion por los
autores y coautores.

4) Los archivos de Tablas y Figuras para produccién (especificaciones que se
describen en la seccidn de Tablas, figuras y ecuaciones en esta guia)

5) Resumen grafico (caracteristicas descritas en la seccion de Material adicional en
esta guia)

Después de verificar el estilo de formato (acorde a la plantilla y especificaciones en esta
guia de autores) y crear los archivos de acuerdo a las especificaciones presentadas,
continte con el envio en linea.

¢No esta registrado? Registrese aqui
¢Ya esta registrado? Ingrese aqui
Una vez registrado en la plataforma de la revista, entrar y dar clic en 'Nuevo envio',

después seguir las instrucciones y completar cada una de las 5 pestafias del envio.
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