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Comision de Seguimiento Académico
Maestria en Biologia Integrativa de la
Biodiversidad y la Conservacion
Presente

Como integrante del jurado y después de haber evaluado la tesis titulada “ESTRUCTURA
DE LA COMUNIDAD DE ROEDORES SILVESTRES ASOCIADOS A JALES DE
HUAUTLA, MORELOS.” Del alumno Miguel Angel Galvan Ramirez, con numero de
matricula 10012896, aspirante al grado de Maestro en Biologia Integrativa de la
Biodiversidad y la Conservacién, considero que la tesis reune los requisitos para ser
presentada y defendida en el examen de grado. Por lo tanto, emito mi VOTO
APROBATORIO.

Agradezco de antemano la atencidn que se sirva prestar a la presente.

Atentamente

Dr. Efrain Tovar Sanchez

Av. Universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuernavaca Morelos, México, 62209
Tel. (777) 329 70 00, Ext. 7019
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Comision de Seguimiento Académico
Maestria en Biologia Integrativa de la
Biodiversidad y la Conservacion
Presente

Como integrante del jurado y después de haber evaluado la tesis titulada “ESTRUCTURA DE LA
COMUNIDAD DE ROEDORES SILVESTRES ASOCIADOS A JALES DE HUAUTLA,
MORELOS.” Del alumno Miguel Angel Galvan Ramirez, con nimero de matricula 10012896,
aspirante al grado de Maestro(a) en Biologia Integrativa de la Biodiversidad y la Conservacion,

considero que la tesis reune los requisitos para ser presentada y defendida en el examen de grado.
Por lo tanto, emito mi VOTO APROBATORIO.

Agradezco de antemano la atencién que se sirva prestar a la presente.

Dra. Patricia Mussali Galante.
Responsable del Laboratorio de Investigaciones Ambientales
Centro de Investigacion en Biotecnologia
Profesor-Investigador T.C.
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En lo mas profundo de la ciencia, todos
tenemos un nacleo de informacién, que
al paso de un metal se vuelve una
estela de preguntas en busca de
respuestas...

Miguel A. Galvan
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RESUMEN

México es un pais localizado en una region rica en minerales, propiciando asi una
de las actividades econdmicas mas importantes que es la mineria. A pesar de lo
anterior, la actividad minera impacta negativamente al ambiente, ya que genera el
65 % de los residuos industriales que se producen en el pais. En particular, dentro
de la Reserva de la Biosfera Sierra de Huautla, se encuentra la localidad de Huautla,
Morelos, reconocida por haber sido una zona minera por excelencia, y como
consecuencia de esta actividad se produjeron grandes cantidades de residuos
(jales, relaves o colas) generados durante los procesos de recuperacion de los
metales. Se ha documentado que los jales contienen 780,000 toneladas de
desechos, a la intemperie y sin ningin manejo, los cuales son fuente de elementos
potencialmente toxicos, como metales pesados (MP), que pueden inducir efectos
adversos en los diferentes niveles de organizacion biolégica, promoviendo cambios
en la distribucion y abundancia de poblaciones, en la estructura y funcionamiento
de comunidades y en la dinAmica de los ecosistemas.

Los principales MP en los jales de Huautla son el plomo y el arsénico, ademas de
otra cantidad de material no procesado rico en Pb, Cd y Mn. En los jales se
encuentran establecidas especies de mamiferos pequefios (P. €j., roedores), que
juegan un papel ecolégico clave en la estructura y funcionamientos de las
comunidades y por su historia de vida varias de estas especies han sido
consideradas un buen modelo biol6gico y como organismo centinela.

La presente investigacion se realizd en la localidad de Huautla, en tres sitios
expuestos a MP (jales) y un sitio control, con un enfoque de multibiomarcador. En
particular, se evalué el efecto de la contaminacion por MP sobre los niveles de dafio
genético (DG) y cambios en la estructura de las comunidades de roedores silvestres
de Huautla, Morelos. Ademas, por medio del modelo sigmoidal se determiné la
relacion e influencia entre la bioacumulacién de MP en higado y los niveles de DG
en individuos hembras de las tres especies de roedores dominantes.

La comunidad de roedores esta compuesta por Baiomys musculus, Liomys irroratus,
Peromyscus melanophrys y Reithrodontomys fulvescens. La composicion de
roedores varia significativamente entre sitios de estudio. La densidad de roedores
fue significativamente mayor en el sitio testigo en relacion con los sitios
contaminados por MP. En contraste, los indices de diversidad de Shannon-Wiener
y de Simpson no difirieron significativamente entre los sitios de estudio. Por su parte,
el indice de Jaccard registr6 que la similitud de especies de roedores entre



comunidades oscila entre el 75 % al 100 %, por su parte, el indice de Czekanowski
muestra una variacion en la similitud del 63 % al 88 %.

En general, las concentraciones de MP (Al, Pb, Cu, Fe, Mn, Ni, Zn) y metaloides
(As) en el higado de las hembras fueron significativamente mayores en los sitios
expuestos a MP en relacion con los individuos colectados en el sitio testigo. La
mezcla de MP bioacumulados en el higado varia significativamente entre sitios de
estudio.

Los mayores niveles de DG fueron detectados en los individuos establecidos en los
jales en comparacion con los individuos del sitio testigo, independientemente de la
especie de estudio. En general, el Cu tuvo un efecto significativo sobre los niveles
de DG en hembras de las tres especies. En particular, en individuos de B. musculus
se detectd un efecto significativo del Cu, Mny Zn, en L. irroratus de Al, Cuy Pb, y
en P. melanophrys de Zn y Cu, sobre los niveles de DG en hembras. El modelo
sigmoidal mostré que la especie B. musculus es una de las mejores especies para
estudiar ambientes contaminados, principalmente por Cu seguido del Zny Mn, para
L. irroratus Al seguido de Pb y Cu, en tanto que para P. melanophrys Cu seguido
del Zn.

Este estudio expone que el estrés ambiental causado por metales pesados es uno
de los factores principales que influye en los niveles de DG, densidad y composicién
de la comunidad de roedores que habitan en los jales de Huautla, Morelos.
Asimismo, el modelo sigmoidal es una buena herramienta para seleccionar la
especie de roedor a elegir como modelo de estudio, y que ésta depende del tipo de
MP a estudiar. Se sugiere usar a la composicion de las comunidades en escalas
espaciales finas como un biomarcador a nivel de comunidad.



INTRODUCCION

Mineria en México y problematica ambiental asociada a residuos mineros

México es un pais localizado en una region volcanica, la cual es rica en minerales,
lo que ha propiciado el desarrollo de la mineria desde épocas prehispanicas con
yacimientos mineros ubicados principalmente en las regiones de Guanajuato,
Guerrero, Hidalgo, Querétaro y Morelos (Volke et al., 2005). En México, la mineria
es una actividad econdmica muy importante y actualmente se lleva a cabo en todos
los estados (INEGI, 2015). Durante el afio 2016, nuestro pais ocupo el tercer lugar
en Latinoamérica y sexto lugar a nivel mundial en inversién de exploracién minera
(SE, 2017). De acuerdo con el Anuario del Servicio Geoldgico Mexicano publicado
en 20019, durante el 2018 el pais ocupo el primer lugar en produccion de plata,
quinto en plomo, sexto en zinc, séptimo en oro y noveno en cobre, de tal forma que
el sector minero represent6 alrededor de 2.4 % del Producto Interno Bruto (PIB).

A pesar de lo anterior, la actividad minera impacta negativamente al
ambiente, puesto que produce gran cantidad de residuos y México no es la
excepcion, ya que esta actividad genera 65% de los residuos industriales que se
producen en el pais (Mejia et al., 1999), creando un riesgo significativo para el
ambiente (Noriega et al., 2016).

Uno de los impactos de la mineria al medio natural es la disposicion de los
residuos como son los jales, relaves, colas o “tailings”, éstos se generan en los
procesos de recuperacion de los metales a partir de minerales metaliferos, después
de triturar las rocas que los contienen y mezclar las particulas que se forman con
agua y sustancias quimicas que facilitan la liberacién de los metales. Los jales se
caracterizan por ser de granulometria fina (€50 um), los cuales generalmente
contienen sulfuros metalicos residuales como pirita (FeSz), pirrotita (Fe1xS), galena
(PbS), esfalerita (ZnS), calcopirita (CuFeS2) y arsenopirita (FeAsS), que son la
fuente de elementos potencialmente toxicos (EPT’s), principalmente metaloides
como el arsénico y metales pesados (MP) como el cadmio, plomo, cobre, zinc,

hierro, entre otros (Romero et al., 2008; Mussali-Galante et al., 2013Db).



Los EPT’s tienden a ser dispersados por el aire y el agua debido a que se
encuentran asociados a particulas muy finas, propiciando que se acumulen en la
capa mas superficial del suelo y quedando susceptibles a ser absorbidos por los
productores primarios y de esta manera, incorporarse a las redes tréficas (Mussali-
Galante et al., 2013a).

Los impactos asociados a la actividad minera dependen también de otros
factores, como: a) proceso de extraccion, si este es a cielo abierto o subterraneo;
b) mineral a extraer; c) productos quimicos usados en el proceso de extraccion, y
d) etapa del ciclo de vida de la mina. En México la actividad minera se realiza en la
modalidad a cielo abierto, subterraneo, en yacimientos metalicos y no metalicos (De
la Fuente et al., 2017).

Cuando los jales son abandonados sin implementar controles ambientales,
la accion edlica e hidrica pueden dispersarlos al ambiente, lo que conlleva a la
contaminacion de los recursos naturales por EPT’s produciendo afectaciones en
suelo, sedimentos, cuerpos de agua, pérdida de nutrientes, destruccion de procesos
ecolégicos y la disminucién de la diversidad biolégica. Los EPT’s comunmente
reportados en jales mineros son hierro (Fe), zinc (Zn) y cobre (Cu), los cuales son
esenciales en la composicién y/o funcionamiento de los organismos vivos, pero en
concentraciones altas pueden causar efectos adversos. Por otro lado, arsénico (As),
cadmio (Cd) y plomo (Pb), junto al mercurio (Hg), son elementos toxicos en la
naturaleza, y no se les conoce alguna funcion biolégica, ademas en concentraciones
bajas pueden contaminar los ecosistemas con el consecuente efecto nocivo para
los organismos vivos (Mejia et al.1999; Gutiérrez-Ruiz et al. 2007; Noriega et al.,
2016).

Peligrosidad de los jales mineros
La peligrosidad de los residuos mineros debe ser atendida por las industrias
involucradas con intervencion del gobierno para poder fomentar y promover el
manejo adecuado de los residuos, principalmente los denominados jales (Corrales
y Martin, 2018).

El impacto ambiental de los jales esta determinado por la peligrosidad de los

EPT’'s que contienen. Un problema asociado a los jales se relaciona con la
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dispersién de éstos hacia su entorno. En las zonas lluviosas, esta problematica
ambiental esta relacionada con la generacion de drenaje acido y su dispersion a
través de los escurrimientos superficiales (dispersion hidrica), mientras que en las
zonas aridas se relaciona con la dispersién provocada por el viento (dispersion
eodlica) (Medel et al., 2008; Romero et al., 2008).

El grado de peligrosidad de los jales, depende de la naturaleza téxica del
residuo, determinada por la geologia del yacimiento, las concentraciones de
metales y metaloides, y por la accion de los factores biol6gicos y geoquimicos sobre
los residuos. Por consiguiente, los contaminantes que finalmente sean liberados de
los jales, y transportados, son los que potencialmente pueden generar dafios a los
ecosistemas (Corrales y Martin, 2013).

La fraccién soluble (iones y coloides) es la que representa mayor peligro ya
que podria ser movilizada y contaminar los cuerpos de aguas (superficiales y
subterraneos). También se considera a esta fraccion soluble (fracciones disponibles
gue pueden ser absorbidas por un organismo) como la mas peligrosa, debido a que
puede estar biodisponible para ser absorbida por la flora y fauna asociada (Romero
et al., 2008; Esparza-Claudio, 2011; Santoyo- Martinez, 2016).

Mecanismos de toxicidad de los metales pesados

La toxicologia ambiental permite analizar las diferentes formas de contaminacion,
evaluando la naturaleza de los contaminantes y las dosis que producen efectos
toxicos o nocivos en los seres vivos (Cap0, 2002). Los resultados de los estudios
ecotoxicologicos son una valiosa herramienta de prediccion para definir los
umbrales que pueden soportar determinados ecosistemas ante una contaminacion
especifica (Posada y Arrovaye, 2006). Asi, grandes cantidades de contaminantes,
como los metales son vertidos a la atmosfera, suelo y agua, los cuales finalmente
son absorbidos por los organismos (Prieto et al., 2009). Por definicién los metales
son elementos que presentan una densidad mayor de 5 g/cm® en su forma
elemental, son buenos conductores de calor y electricidad, quimicamente tienden a
perder electrones para formar iones positivos (Barceld y Poschenrieder, 1992;
Jaishankar et al., 2014).



Si bien los metales estan presentes de manera natural en la corteza terrestre
por las variaciones geoldgica del area a lo largo de la historia, la presencia de estos
metales en el ambiente ha ido incrementando por las actividades del ser humano a
través del tiempo (Jaishankar et al., 2014).

La contaminacion metélica supone un desafio medio ambiental importante
para los organismos, ya que diversos metales que son micronutrientes esenciales,
como Cu y Zn, resultan toxicos en concentraciones elevadas, mientras que otros,
como Cd, Pb y Hg, son téxicos a dosis minimas (Volke y Velasco, 2004). Se han
realizado distintos estudios sobre la toxicidad de los metales, donde se ha
reconocido que la relacion entre la exposicion y los subsecuentes efectos sobre la
salud son un proceso de varias etapas en las que se incluyen: la exposicidén externa,
la dosis interna, los efectos biol6gicos tempranos, alteraciones en la estructura y
funcionamiento celular, y cambios fisiol6gicos hasta la aparicion de la enfermedad
(Link et al., 1995; Vanden-Heuvel y Davis 1999; Mussali-Galante, 2013).

Por lo anterior, cuando los MP se han movilizados y estan biodisponibles
estos pueden ser peligrosos para los organismos puesto que no pueden ser
asimilados metabdlicamente, de manera que estos al ingresar a los organismos los
bioacumulan (aumento de la concentracion del contaminante en un organismo en
determinado tiempo), de tal forma que su concentracién es mayor en el organismo
respecto al medio, propiciando a la vez un proceso de biomaginificacién, el cual se
define como el aumento en las concentraciones de un téxico (MP) sucesivamente
a través de la cadena tréfica, observandose un incremento de las concentraciones
en los organismos ubicados en los niveles tréficos superiores, por lo tanto, se
pueden observar afectaciones en los niveles de organizacion biologica, desde las
moléculas hasta los ecosistemas (Mussali-Galante et al., 2013a; Kim et al., 2015;
Crettaz et al., 2017).

La toxicidad de los MP reside en la capacidad que tienen de evadir las
barreras naturales del organismo y modificar el funcionamiento normal a través de
la activacion e inactivacion de blancos moleculares importantes (Waalkers et al.,
2000; Armienta et al., 2005; Mussali-Galante, 2013).

En general, los mecanismos de toxicidad de los metales dependen de cuatro

factores: 1) la especie quimica del compuesto metalico, 2) duracién y tipo de
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exposicion (laboral o ambiental), 3) concentraciéon del o los compuestos, y 4)
recipiente biolodgico o tipo de organismo que se encuentra expuesto. Aunado a lo
anterior, existen dos mecanismos generales por los cuales los metales pueden
causar dafio celular: 1) la union del metal con distintas macromoléculas, lo que
puede generar un cambio conformacional o bien, remplazar a metales que son
esenciales de sus sitios activos o sitios de union alterando asi la homeostasis
celular, estos efectos se deben a la similitud quimica de los metales con cationes
divalentes esenciales (P. ej., Ca, Fe, Mg, Zn); 2) involucra su actividad como centro
catalitico en reacciones tipo redox, las cuales producen especies reactivas de
oxigeno (ERQ’s), que son intermediarios formados durante procesos de oxidacion
metabdlica. Las concentraciones de ERQO’s a altas cantidades pueden causar dafio
oxidante a diversas proteinas, lipidos y principalmente al ADN. Los dos mecanismos
antes mencionados pueden alterar la sefalizacion celular, obteniendo como
resultado distintas alteraciones, por ejemplo, en el ciclo celular (Qian et al., 2003;
Leonard et al., 2004; Valko et al., 2006; Mussali-Galante, 2013).

Biodisponibilidad
En los procesos de explotacion de los minerales, los EPT’s como los MP quedan
depositados en jales, los cuales tienden a ser depositados en zonas aledafias y
posteriormente ser absorbidos por los organismos asociados.

Los MP asociados a jales sufren cambios fisicos y quimicos en el ambiente,
y pueden asi lixiviarse, transportarse y dispersarse en el entorno. Los MP se
distribuyen en el suelo en fracciones sdlidas con distinto grado de estabilidad
intercambiable, ligados a materia organica, a la oxidacion de hierro y manganeso y
a estructuras minerales. El equilibrio dinAmico que se establece entre estas

fracciones determina su movilidad y biodisponibilidad (Mussali-Galante, 2013).

Biomarcadores en estudios ecotoxicologicos

El uso de biomarcadores en estudios ecotoxicolégicos se han derivado de una
constate exposicion ambiental crénica a MP, lo que resulta en un continuo de
respuestas biolégicas que se da en todos los niveles de organizacion bioldgica, de

las moléculas a los ecosistemas. Por lo que se han promovido investigaciones



enfocadas en instaurar “sefales tempranas de alerta” mediante el uso de
“biomarcadores”, los cuales reflejen los efectos bioldgicos adversos producidos por
los contaminantes ambientales (Mussali-Galante et al., 2013c). En este sentido, un
biomarcador es la “identificacién de cambios especificos moleculares, bioquimicos,
fisiologicos y etoldgicos en poblaciones expuestas a contaminantes” (Handy et al.,
2003) y de acuerdo a The National Research Coincil (NRC, 1987), los
biomarcadores son definidos como “indicadores de eventos en sistemas bioldgicos
o0 muestras” y los clasifica en tres categorias: biomarcadores de exposicion, de

efecto y de susceptibilidad.

Biomarcadores de moléculas-individuos

Los biomarcadores de exposicion nos brindan informacién acerca de la dosis actual
de una sustancia dentro de un organismo, también son conocidos como “dosimetros
biolégicos” o “biomarcadores de dosis interna”, el cual puede ser medido en varios
tipos celulares, 6rganos o fluidos del organismo (P. ej., la cantidad acumulada
[bioacumulacién] en ufias, pelo, sangre y érganos). Sin embargo, cuando es medible
el producto temprano de la interacciéon de la célula y la sustancia quimica son
denominados “biomarcadores de dosis efectiva biolégica”, un ejemplo de estos son
los aductos en el ADN (NRC, 1987; Handy et al., 2003; Mussali-Galante et al.,
2013c).

Biomarcadores a nivel de poblacion

A este nivel, los parametros de diversidad genética son importantes, puesto que
generan informacion sobre la dinamica de las frecuencias alélicas, a través del
tiempo, que se han dado dentro y entre poblaciones (Bickham et al., 2000; Medina
et al., 2007). El monitoreo de patrones genéticos de poblaciones silvestres permiten
la evaluacion de impactos ambientales en un sistema natural, a estos patrones se
les conoce como marcadores biologicos neutros, al ser secuencias de ADN
polimorficas dentro de una poblacion o especie que no se encuentran bajo
seleccién; este tipo de marcadores se utilizan en estudios ecotoxicologicos. Por

ejemplo: ADN nuclear (ADNn), ADN mitocondrial (ADNmt), microsatélites o



secuencia simple repetitiva (SSR, por sus siglas en inglés), entre otros mas
(Hoffman y Dabron, 2007; Arif y Khan, 2009).

Cuando la variabilidad genética se pierde, la poblacion no puede regresar a
su estado inicial, lo que, se vuelve un cambio permanente. Por lo que, los cambios
tanto del reservorio genético como de los patrones de distribucion de la diversidad
genética de las poblaciones expuestas, pueden ser un biomarcador predictivo
también llamado como “biomarcador de efecto permanente”, entendido como la
“medicion de cambio o alteracion en procesos bioldgicos y/o quimicos que una vez

alterados no vuelven a la forma original” (Mussali- Galante et al., 2014)

Biomarcadores a nivel de comunidad y ecosistema

A este nivel, realizar estudios se vuelve muy complejo, debido a que se dificulta
relacionar los efectos de la exposicidn de un contaminante con los cambios que se
puedan observar en estos niveles, ademas de que estas alteraciones pueden
derivar en efectos evolutivos (Medina et al., 2007).

Como parte de los indicadores de alteracion en una comunidad podemos
sefalar los cambios en la composicion, riqueza y diversidad de especies (Mussali-
Galante et al., 2013c); y a nivel de ecosistema, producir cambios en su dinamica lo
que genera una sefial de alteracion, que se puede ver reflejada en la pérdida de una
especie clave, ocasionando un desequilibrio en los niveles inferiores y superiores

de la cadena tréfica llegando a afectar todo el ecosistema (Medina et al., 2007).

Efecto de la contaminacién ambiental por metales pesados en los distintos
niveles de organizacién biolégica

Los efectos adversos producidos por los MP son muy distintos, ya sea que se
produzcan sobre los organismos de forma aislada (efectos téxicos) o sobre las
poblaciones, comunidades y ecosistemas (efectos ecotoxicos). Se han reportado
gue los contaminantes ambientales como los MP puede ejercer sus efectos en todos
los niveles de la organizacion bioldgica. A nivel molecular y celular: rompimiento de
cadena sencilla y doble (RCS, RCD) de ADN, micronucleos, aberraciones
cromosomicas, alteraciones en las enzimas de reparacion del ADN. A nivel

individuo: polimorfismos de un so6lo nucledtido, induccion enzimatica del



metabolismo, capacidad diferente de reparacion de ADN, riesgo de enfermedad,
cancer, envejecimiento, enfermedades crénicas, disminucion de la longevidad,
disminucion de la fertilidad y la fecundidad. A nivel poblacion: alteraciones en la
proporcién sexual, alteraciones en la estructura de edad, bajo éxito reproductivo,
endogamia, alteraciones en la diversidad genética, baja aptitud, un decline de la
poblacién. A nivel comunidad: cambios en la riqueza y diversidad, cambio en la
dominancia de especies, pérdida de biodiversidad. Por ultimo, a nivel ecosistema:
alteraciones en los ciclos de energia y nutrientes y alteraciones en la red alimentaria
(Mussali-Galante et al., 2013c).

Efecto de la contaminacién ambiental por metales pesados en roedores
silvestres

Se han reportado diferentes tipos de dafios en mamiferos causados por la absorciéon
y acumulacién de MP, entre ellos podemos mencionar los cambios morfolégicos
(Esteves-Aguilar, 2018) anatomicos y genéticos (Mussali-Galante et al., 2013b). La
importancia del estudio de mamiferos pequefios en toxicologia ambiental radica en
que, al ser un eslabon intermedio de las redes troficas, en lugar de que los metales
se dispersen, tienden a concentrarse sucesivamente en toda la cadena (Sumbera
et al., 2003), incrementando dramaticamente sus concentraciones en los grandes

depredadores (Carrizales et al., 2005).

Asimismo, se ha comprobado que la exposicion a MP tiene efectos sobre la
salud de los roedores, como dafio en el ADN e induccidon de micronucleos en
células, pérdida de peso, deterioro éseo, alteraciones renales y hepaticas,
encefalopatias, afectaciones del sistema nervioso, cancer e inclusive la muerte
(ASTDR, 2005). Particularmente, durante la etapa reproductiva de los roedores esta
clase de agentes quimicos pueden causar dafos reproductivos que van desde la
alteracion del livido hasta la esterilidad irreversible, pasando por problemas de
desarrollo fetal como son: malformaciones, disfunciones diversas y muerte (Del
Razo et al., 2004; Martinez y Chamorro, 2004).



En particular los tres MP mas recurrentes en los residuos mineros son el As,
Pb y Cd, los cuales pueden tener efectos nocivos en roedores machos afectando:
a) el numero de espermas, b) movilidad, c) malformacion, d) alta mortalidad
espermética, y e) inducir atrofia testicular (Martinez y Chamorro, 2004).

Mientras que, en hembras, puede provocar abortos espontaneos, reduccion
en el tiempo de gestacion y una reduccion en el peso de las crias (Del Razo et al.,
2004). Lo antes mencionado puede facilitar cambios en las comunidades de
roedores en términos de abundancia relativa y diversidad (Puga et al., 2006),
aunado a los efectos negativos que pueden provocar los metales sobre la salud de
los organismos (ASTDR, 2005).

Se ha documentado principalmente que las hembras expuestas a MP tienden
a ser mas susceptibles (un mayor dafio al ADN) en comparacion con los machos.
Lo anterior, ha sido atribuido a un efecto hormonal, que probablemente se deba a
los niveles de metabolismo xenobidtico, que pueden ser el resultado de los efectos
de las hormonas sexuales femeninas (Mugford y Kedderis, 1998; Tovar-Sanchez et
al., 2012).

Tanzarella et al. (2001) realizaron un estudio en los jales del Parque Nacional
Doflana, Espafia. En esta investigacion se evalud el dafio al ADN en células
hematopoyéticas del roedor Mus spretus mediante la técnica de microndcleos. Sus
resultados mostraron que los individuos expuestos presentaban una frecuencia de
microndcleos significativamente mayor con respecto a un sitio testigo y que a su
vez, esta frecuencia aumentaba conforme el sitio de captura se encontraba a menor

distancia de los jales.

leradi et al. (2003) evaluaron el dafio genotdxico en dos especies de roedores
(Clethrionomys glareolus y Apodemus flavicollis) asociadas a un area contaminada
por Cd, Mn, Pb, Cu y Zn, cercana al poblado de Bohemia, Republica Checa
mediante la técnica de micronucleos y lo correlacionaron con las concentraciones
de estos metales presentes en rifion e higado. Los resultados mostraron que los

niveles de Cd, Mn, Pb, Cu y Zn presentes en los individuos capturados en el area



contaminada, fue significativamente mayor con respecto a un sitio testigo; y que a
Su vez esto se correlacionaba positivamente con cantidad de micronucleos
observados, los cuales presentaron una frecuencia significativamente mayor con

respecto al testigo.

Festa et al. (2003), en el Parque Nacional Doflana, Espafia, evaluaron en los
leucocitos de sangre periférica el dafio al ADN del roedor Mus spretus por medio
del ensayo cometa. Los resultados mostraron que en 1998 todas las é&reas
examinadas estaban contaminadas, segun lo observado en los parametros del
ensayo cometa en los individuos analizados, mientras que se observo una
disminucién significativa en los valores de estos parametros en las muestras de
1999, donde concluyen finalmente un dafio genético significativamente mayor en
todos los individuos.

Carrizales et al. (2005) evaluaron a los roedores Chaetodipus nelsoni y
Dipodomys merriami, en el sitio minero de Villa de La Paz, San Luis Potosi, el dafio
al ADN por medio del ensayo cometa, causado por la presencia de MP en suelo,
donde se evaluaron las concentraciones de Pb y As. Los autores concluyeron que
existen niveles de dafio genético mayores en los individuos expuestos a Pb y As
respecto a los individuos control en ambas especies.

Ledn et al. (2007) usando la técnica del ensayo cometa investigaron el
potencial genotéxico de las minas de carbon, en sangre periférica de dos especies
de roedores (Rattus rattus y Mus musculus). El estudio se realiz6 en una zona
minera carbonifera del municipio de Puerto Libertador, Colombia. Los resultados
muestran evidencia de que la exposicidén a los compuestos carbdnicos derivados de
esta actividad minera causa un elevado numero de lesiones al ADN en células

sanguineas de roedores.

Tovar-Sanchez et al. (2012) efectuaron un estudio en Huautla, Morelos,
México donde analizaron las concentraciones de metales en hueso e higado de
Baiomys musculus y Peromyscus melanophrys y su efecto genotoxicidad a través
del ensayo cometa. Los resultados obtenidos sefialan la bioacumulacion de metales

(Fe, Mn, Ni, y Zn) los cuales fueron mas altos en los individuos expuestos en
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comparacion con los individuos testigo. Ademas, se obtuvo un dafio
significativamente mayor en los individuos expuestos, principalmente en la especie
B. musculus. Y conjuntamente los niveles de dafio registrado fueron mayores en

hembras respecto a los machos.

Mussali-Galante et al. (2013) realizé un estudio en Huautla, Morelos, México
donde analizaron los efectos genéticos en tres poblaciones de Peromyscus
melanophrys expuestas crénicamente a metales pesados por actividad minera en
comparacién con dos sitios no expuestos. En general se detectd Al, Pb, Cu, As y
Cd en los rifiones de todos los individuos muestreados sin importar el sitio, esto
debido a la riqueza natural de minerales de la region. Sin embargo, se observé una
menor densidad poblacional donde se evidencié que existe una fuerte correlacion
entre la bioacumulacion de metales y los niveles de diversidad genética de las
poblaciones analizadas.

Dimitrov et al. (2016) cuantificaron la bioacumulacion de Pb y Cd en especies
de roedores (Apodemus flavicollis, Microtus arvalis y Mus macedonicus) a lo largo
del gradiente de contaminacion en el area de la fabrica de fundicién de Pby Zn en
Plovdiv al sur de Bulgaria. La bioacumulacién de Pb fue significativamente mas alta
en los individuos de A. flavicollis, seguida de M. macedonicus y M. arvalis, este
altimo registrando mayor concentracion de Cd respecto al resto. Finalmente
concluyen que la concentracién de Pb y Cd hepéaticos no difirid significativamente

entre los géneros.

De la Cruz-Guarneros (2018) analizé el efecto de la bioacumulacién de MP
en Liomys irroratus en términos de diversidad y dafio genético en poblaciones
asociadas a jales en la localidad de Huautla, Morelos. De manera general se
observé que los individuos de esta especie estdn expuestos a una mezcla de
metales, ya que se encontré bioacumulacion de Al, Cu, Fe, Ni y Zn en higado,
presentando los individuos expuestos mayor bioacumulacion de metales y dafio al
ADN con respecto a los testigos; finalmente no se observo una estructuracion

genética entre los individuos colectados de los distintos sitios de estudio.
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Esteves-Aguilar (2018) evalué el dafio genético y la inestabilidad en el
desarrollo del crAneo de Peromyscus melanophrys cronicamente expuestos a MP
en Jales de Huautla, Morelos; encontrando que los individuos expuestos presentan
un incremento de mutaciones puntuales con respecto a los testigos, asi como una
relacion de que, a mayor concentracion de metales, mayor dafio genético y mayor

fluctuacion asimétrica en el craneo respecto a los individuos testigo.

Importancia de los roedores en estudios ecotoxicolégicos

En la actualidad conocer la diversidad de cualquier grupo faunistico es de suma
importancia, ya que se genera informacion que permite determinar la presencia o
ausencia de las especies, el estado de salud del ecosistema, asi como el
proporcionar informacion de los factores ambientales y sociales que interactian e
influyen directamente sobre cualquier grupo.

La importancia del estudio de roedores silvestres se incrementa por el papel
ecolégico que desempefian, por ejemplo, son dispersores y depredadores de
semillas, dispersores de esporas, insectivoros (Brewer y Rejmanek, 1999;
Andresen, 2000; Dirzo et al., 2007; Tzab y Macswiney, 2004), ademas de ser un
recurso indispensable para muchos depredadores como mamiferos carnivoros,
aves rapaces o serpientes (San José, 2013), y mas recientemente varias especies
de roedores han sido catalogadas como especie centinela (organismo animal que
sirve para identificar riesgos potenciales para otros animales o humanos), los cuales
se caracterizan por presentar una amplia distribucién geogréfica, capacidad de
bioacumular contaminantes, sensibilidad a los contaminantes, poca movilidad, facil
captura, un profundo conocimiento de su biologia, un ciclo de vida corto y su
mantenimiento en cautiverio, con la finalidad de proveer informaciéon temprana del
estado de salud ambiental causados por los contaminantes en el ambiente (NRC,
1991; Basu et al., 2007; Mussali-Galante, 2013).

Caso de estudio: Huautla, Morelos

En el municipio de Tlaquiltenango, al sur del estado de Morelos, se ha documentado
la presencia de una gran cantidad de minerales no metalico y la presencia de
plantas transformadoras, de trituracion y calcinadoras como son las cementeras,
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caleras, agregados pétreos y carbonato de calcio, yeso, bancos de basalto, tezontle,
marmol, entre otros, utilizados en la industria de la construccion (SE, 2014). Sin
embargo, la mineria metalica se ha restringido al poblado de Huautla, donde se han
registrado seis minas de extraccion de Pb, Ag, Au, Cu y Zn (San Francisco, Santa
Ana, Plomosa, Reforma, Animas y San Esteban) actualmente inactivas, las cuales
fueron explotadas durante los siglos XVIIl y XIX de manera ininterrumpida a lo largo
de 40 afos y finalizando su explotacion en el afio de 1993 (Velasco et al., 2004;
Martinez-Pacheco, 2008; Mussali-Galante, 2008), para el afio de 1996 la zona fue
decretada como patrimonio de la humanidad por la UNESCO, la cual se ubica
geograficamente en la Reserva de la Biosfera Sierra de Huautla (REBIOSH)
(SEMARNAT, 2004). Se estima que en la region de Huautla existen 780 mil
toneladas de jales ricos en Pb, As y Cd, los cuales se encuentran abandonados y
sin ningun tratamiento para mitigar el impacto ambiental (Velasco et al., 2004; Volke
et al., 2005; SEMARNAT, 2005).

JUSTIFICACION

El inadecuado manejo y cierre de las minas de Huautla, Morelos, asi como un mal
manejo de sus residuos han generado a través del tiempo un impacto negativo en
el ambiente y en la salud de los organismos. Ademas, existen trabajos en los que
se han reportado altas concentraciones de MP biodisponibles que rebasan los
limites maximos permisibles en los jales, estos residuos que contienen EPT’s como
los MP se dispersan via hidrica y edlica, representando un riesgo a la salud de los
organismos que ahi habitan. Asimismo, se ha documentado que estos dafios
pueden promover cambios en la distribucién y abundancia de las poblaciones, en la
estructura y funcionamiento de las comunidades y en la dinamica de los
ecosistemas.

Por lo anterior, es importante evaluar el efecto de la contaminacién por MP
sobre la estructura de la comunidad de roedores silvestres asociados a los jales,
puesto que no existen estudios que evallen a nivel de la comunidad estos efectos
en Huautla, ademas de evaluar la relacion de la concentracion de metales y los

niveles de dafio genético en hembras, ya que en este género se ha documentado
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mayores niveles de dafio, lo cual aportara informacion de la sensibilidad de las

especies a los contaminantes como los MP.

HIPOTESIS

1)

2)

Si los jales de Huautla, Morelos contienen metales pesados biodisponibles,
entonces se espera que losroedores silvestres asociados a los jales
incorporen metales en sus tejidos promoviendo dafios al ADN, afectando la
salud de los organismos, lo que promueve cambios en la abundancia relativa
de las poblaciones y alteraciones en la estructura de las comunidades
expuestas con respecto al testigo.

Si las especies de roedores silvestres son sensibles a los biomarcadores de
exposicion (concentracion de MP en higado) y efecto (rompimiento de
cadena sencillas), entonces se espera determinar el mejor biomarcador de

exposicién-efecto para cada tipo de metal pesado que se desee evaluar.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la contaminacién por metales pesados sobre los niveles de

dafio genético y cambios en la estructura de las comunidades de roedores silvestres

de Huautla, Morelos.

Objetivos Particulares

Caracterizar la estructura de la comunidad de roedores silvestres asociados
a los jales y sitio testigo.

Determinar las concentraciones de metales Al, As, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb y Zn
en higado de las tres especies de roedores silvestres mas dominantes
asociados a jales y sitio testigo mediante la técnica de espectrofotometria de
absorcion atoémica.

Medir los niveles de dafio al ADN en linfocitos de sangre periférica en
hembras de las tres especies de roedores silvestres mas dominantes
asociados a jales y sitio testigo mediante la técnica de electroforesis

unicelular alcalina.
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e Estimar la relacion entre la bioacumulacién de metales pesados en higado y
los niveles de dafio genético en linfocitos de sangre periférica en hembras de

roedores silvestres.

MATERIALES Y METODOS

Sitios de estudio

Se realizaron muestreos en cuatro sitios localizados en el municipio de
Tlaquiltenango, Morelos. Estos sitios comprenden tres jales: Jale 1 El Porton
localizado en las coordenadas UTM (2038836,1 N 496744,1 E), el Jale 2 Las Presas
(2038344,2 N 497770,7 E) y Jale 3 Tlalchichilpa (2037514,6 N 496597,2 E) dentro
del &rea que comprende la Reserva de la Biosfera Sierra de Huautla (REBIOSH) en
la localidad de Huautla y uno testigo, localizado en la localidad de Quilamula
(2047041,8 N 498211,5 E) (Figura 1). Este ultimo sitio fue elegido por estar a 6 Km
en linea recta a la localidad de Huautla, y por no haber tenido actividad minera en
la zona, ademas comparte las siguientes caracteristicas con los sitios expuestos: a)
tipo de vegetacion (Selva Baja Caducifolia), b) clima (Awo"(w)(i)g, que corresponde
a un clima calido subhimedo, con un régimen de lluvias de verano y presencia de
canicula; porcentaje de lluvia invernal menor de 5% y con una oscilacion de las
temperaturas medias mensuales entre 7 °C y 14 °C, la temperatura mas alta se
presenta en mayo y ésta oscila entre 26 °C y 27 °C (Martinez-Becerril, 2009).
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Figura 1. Mapa de ubicacién de los sitios de estudio en el municipio de Tlaquiltenango, Morelos. Elaboracién
personal. Datos Vectoriales de la CONANP,2020. Sitios de muestro tomados en campo coordenadas UTM.

Especies de estudio

Baimoys musculus (Merriam, 1892)

Es el roedor mas pequefio de México. Se distingue de B. taylori por el tamafio de la
pata de 16 mm o mas, asi como por el tamafio del baculo el cual es mayor en esta
especie (3 a 3.9 mm). La coloracion dorsal varia de café rojizo a café oscuro;
ventralmente es ante palido o blanco. Los individuos juveniles son de color gris
uniforme. Habita en areas tropicales y semidesérticas, con abundantes pastos y
arbustos, se ha registrado en campos abandonados de maiz y cereales diversos,
en los bordes cercanos a plantios de cafia de azUcar y palmas de coco. Construyen
sus nidos de pastos en madrigueras subterraneas, entre las rocas o entre pastos.
Consume principalmente hierbas y pastos frescos, ademas de semillas, cortezas y
pequefios insectos. Son de habitos diurnos y crepusculares. Pueden reproducirse
durante todo el afio, con menor actividad durante el invierno y la primavera. La
gestacion dura de 20 a 25 dias y presentan un periodo de lactancia de 20 dias

aproximadamente. El tamafio de camada es de una a cinco crias, con tres en
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promedio. Se encuentra en el bosque tropical caducifolio, bosque espinoso,
matorral xeroéfilo, dunas costeras, pastizales, potreros y diferentes cultivos. Se
distribuye desde el nivel del mar hasta 2000 m. Son abundantes en cultivos y
pastizales. No se encuentra en riesgo de extincion (Ceballos y Oliva, 2005).

Liomys irroratus (Gray, 1868)

Es una especie con una amplia distribucion geogréfica, la cual se puede encontrar
en el sur de Texas, Estados Unidos; del centro de México hasta Oaxaca,; al este de
la Sierra Madre Occidental desde Chihuahua hasta Michoacan; y en la vertiente del
Golfo desde Tamaulipas hasta Veracruz. Es un roedor de tamafio mediano, el cual
presenta un par de abazones en las mejillas, su pelaje se caracteriza por ser aspero,
de coloracion café grisacea en la parte dorsal, la parte ventral es blanco,
generalmente, presentan una raya lateral de color rosa palido, la cola es bicolor con
punta pincelada y presenta las extremidades posteriores con solo cinco cojinetes
plantares; la garra del segundo dedo de las patas traseras tiene forma de espolon,
disefiada para la huida, los ultimos molares son mas estrechos que los premolares.
Presentan dimorfismo sexual, machos mas grandes que las hembras, con una
longitud promedio de 238 mm machos y 226 mm hembras; y un peso de 40-60 g
machos y 35-50 g hembras. Es una especie catalogada como de preocupacion
menor de acuerdo a The IUCN Red List of Threatened Species. Habita zonas
rocosas donde construyen sus madrigueras bajo troncos, rocas y arbusto
preferentemente. Su dieta principalmente esta compuesta por semillas y
ocasionalmente plantas e invertebrados. Se reproduce todo el afio, con una mayor
actividad en los meses de agosto y noviembre. El nimero de crias puede variar de
dos a siete crias, en promedio cuatro (Dowler y Genoways, 1978; Ceballos y Oliva,
2005; Mason, 2005; De la Cruz, 2018).

Peromyscus melanhoprys (Coues, 1874)

Son de los ratones mas grandes del género Peromyscus. La coloracion es muy
variada, con el dorso ocre, grisaceo, café, amarillento o canela. Las mejillas son de

color claro y el vientre beige claro con manchas en la base color plomo. El craneo
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posee un angulo supra orbital bien definido con un arco liso dorsalmente, la region
temporal estd aumentada, los nasales son paralelos. Difiere de otras especies
proximas de Peromyscus de México es que tienen la cola mas larga y los I6bulos
cerebrales son delgados. Habita preferentemente en regiones aridas, construyendo
sus nidos en algunas de estas plantas y son abundantes en sitios rocosos. La
reproduccion ocurre de febrero a marzo y de junio a octubre. El promedio de camada
es de dos a cinco crias. Son roedores principalmente granivoros. Es endémica de
México y se distribuye desde el norte y centro hasta el sur del pais a través del
Altiplano, desde Durango y Chihuahua hasta Oaxaca y Chiapas. Se les encuentra
principalmente en el matorral xerdfilo, bosque espinoso y pastizales, en
asociaciones vegetales de matorral desértico micréfilo y chaparrales (encinos)
propios de las zonas de contacto entre climas aridos y templados. También se les
ha observado en valles tropicales y bosque de coniferas. En México no se le
considera en las listas de especies para su conservacion ya que tiene una amplia
distribucion, que incluye grandes extensiones con poca perturbacion (Ceballos y
Oliva, 2005).

Muestreo de roedores

Para la colecta de ejemplares de roedores silvestres en el sitio testigo y expuestos
se colocaron 100 trampas tipo Sherman, las cuales fueron cebadas con una mezcla
homogénea de avena, crema de cacahuate y vainilla como atrayente, se colocaron
a ras del suelo separadas entre si cada cinco metros, hasta obtener un tamafio de
muestra igual a 20 individuos adultos.

Identificacidén de especies de roedores

Se utilizaron guias, libros y recursos electrénicos que permitieron determinar la
especie de los individuos, entre los cuales se encuentra principalmente: Los
Mamiferos Silvestres de México (Ceballos y Oliva, 2005) en el cual se especifican
medidas morfométricas y caracteristicas especificas de las especies los cuales
empleamos para la identificacion, ademas del libro Mammals of North America
(Hall,1981) en que se describen las caracteristicas principales para distinguir a cada
especie.
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Estructura de las comunidades de roedores
La complejidad de la estructura de la comunidad fue evaluada por medio de la
riqueza de especies (S), el indice de diversidad de Shannon-Wiener (H") (Zar, 2010)

que se obtuvo a partir de la siguiente ecuacion:

H'=-Z pi (In pi)

donde: pi = ni/N, n; es el nUmero de individuos de la especie i y N es el numero total

de individuos.

El indice de Simpson (D’) se encuentra fuertemente influenciado por las

especies mas dominantes.

Los indices de diversidad entre comunidades de roedores asociados a cada
sitio de estudio se compararon utilizando el indice delta (&; Solow, 1993) en el

programa Species Diversity and Richness ver. 3.0.3 (Henderson y Seaby, 2002).

Asimismo, se determind la similitud de entre comunidades de roedores
utilizando el indice de similitud de Jaccard (1SJ), el cual relaciona el nimero de

especies compartidas con el nimero total de especies exclusivas.

1SJ = (C/A+B-C) x100

donde: A= numero de especies en el sitio a, B= numero de especies en el sitio b,
C= numero de especies presentes en ambos sitios A y B, es decir que estan
compartidas. El rango de este indice va desde cero (0) cuando no hay especies
compartidas, hasta uno (1) cuando los dos sitios comparten las mismas especies.
Este indice mide diferencias en la presencia o ausencia de especies (Chao et al.,
2005).
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Por otro lado, se utilizé el indice de similitud de Czekanowski (ISC) utilizando

la siguiente ecuaciéon (Southwood, 1978).

z2m)
ISC=
Y @+hi)

donde: a; es la abundancia de la especie i en la comunidad A, b; es la abundancia
de la especie i en la comunidad B, m; es el valor minimo para la especie i (de tal
manera que puede ser ai 0 bi dependiendo el parametro que tenga el valor mas
pequefio), y S es la riqgueza especifica acumulada de las comunidades.

Para conocer las diferencias en la composicion de roedores en tres jales de
Huautla y un sitio testigo en Quilamula, se utilizaron analisis de escalamiento
multidimensional no métrico (NMDS por sus siglas en inglés, non-metric
multidimensional scaling). El analisis se baso en la presencia de las especies de
roedores. NMDS fue utilizado para generar una matriz de disimilitud entre los cuatro
sitios usando el coeficiente de disimilitud de Bray-Curtis (Faith et al., 1987).
Posteriormente, un andlisis de similaridad (ANOSIM) fue usado para evaluar las
diferencias entre la composicién de la comunidad de roedores en los cuatro sitios.
Un analisis de Bootstrap, ANOSIM fue empleado para probar las diferencias entre
grupos usando 10,000 reasignaciones aleatorias y determinando si la matriz de
disimilitud generada es significativamente diferente del azar (Warwick et al., 1990).

Para comprender la relacién entre la composicion de la comunidad de
roedores con base en la abundancia, se correlacionaron los resultados de la
comunidad de los dos ejes del NMDS vy las concentraciones de metales pesados
bioacumulados por sitio. Los analisis estadisticos se llevaron a cabo usando el
programa Past 4.01.

Para ordenar los sitios de estudio con base en la bioacumulacion de MP se
realizaron analisis de componentes principales (ACP). Posteriormente, para
comprender la relacion entre la composicion de la comunidad de roedores con base
en la abundancia y la ordenacion de los sitios de estudio de acuerdo con la

bioacumulacién de MP (Al, As, Cu, Pb y Cd) en cada sitio de estudio, se
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correlacionaron los resultados de la comunidad de los dos ejes del NMDS vy los

resultados de los dos ejes del ACP para la concentracion de MP.

Densidad de las especies de roedores

Para estimar la densidad de individuos por especie y sitio de estudio, se empleé la
metodologia propuesta por Mares y Hernest (1995), la cual es entendida como el
namero de individuos colectados por unidad de &rea efectiva de muestreo. Los
autores sugieren que, para estimar la densidad de roedores silvestres, el transecto
muestreado debe incluir un area adicional de 10 m (Figura 2). Con la finalidad de
determinar el efecto del sitio de estudio sobre la densidad de roedores, se realizaron
andlisis de varianza de una via (Anova). Posteriormente, se utilizaron pruebas a
posteriori (Tukey) para determinar diferencias significativas entre pares de
promedios (entre sitios). Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo usando el
programa STATISTICA 8.0

Analisis macro-morfolégico de especies de roedores

Se registré en cada uno de los sitios de estudio el género de los individuos, junto
con seis (6) medidas externas (Figura 3): longitud total (LT), longitud de la cola (LC),
longitud de la pata derecha (LP), longitud de la mano derecha (LM), longitud de la
oreja derecha (LO) y longitud del craneo (LCR), ademas del peso (P) de las tres
especies dominantes.

Para determinar la influencia de los MP asociados a cada sitio de estudio
sobre los cambios macro-morfoldgicos entre géneros de las especies B. musculus,
L. irroratus y P. melanhoprys se utilizaron analisis discriminantes (AFD). El propésito
de este analisis fue determinar los caracteres mas utiles para discriminar entre
géneros y evaluar visualmente la separacion de los individuos en grupos. Los

analisis estadisticos se llevaron a cabo usando el programa Past 4.01.
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Figura 2. Representacion del método de muestreo de roedores silvestres en los jales de Huautla. El area en
color gris representa el area adicional propuesta por Mares y Hernest (1995).

Figura 3. Representacion de medidas macro-morfologicas tomadas a roedores silvestres. LT= longitud total,
LC= longitud de la cola, LP= longitud de la pata derecha, LM= longitud de la mano derecha, LO= longitud de la
oreja derecha y LCR= longitud del craneo.

Medicion de metales pesados en higado

Posterior a la colecta de roedores en campo, se extrajo el higado por ser el 6rgano
detoxificador por excelencia en la eliminacion de ciertos xenobidticos (Coello et al.,
2017) y se colocd en un contenedor de nitrégeno liquido para su traslado al
Laboratorio de Investigaciones Ambientales del CEIB. La determinacion de las
concentraciones de MP en higado de las especies de roedores mas dominantes
asociados a jales fue mediante la técnica de espectrofotometria de absorcion
atomica (980 AA, GBC).
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Para lo cual, se realizaron las digestiones acidas de las muestras de higado,
una vez extraidos se trataron individualmente y colocados en estufa a 80 °C durante
48 h para su secado total. Las muestras del érgano se trituraron utilizando un
mortero y pistilo. Para el andlisis de MP, se pesaron en balanza analitica 0.25 g de
las muestras, colocandose cada una en un matraz kjeldah de 250 mL. Se
adicionaron 10 mL de acido nitrico (HNO3 al 70 %) y la digestion se efectud en una
placa de calentamiento a 400 °C por un tiempo de 3 a 4 horas hasta la evaporacién
total del &cido. Posteriormente, las muestras fueron aforadas en un matraz de 50
mL y colocadas en refrigeracion hasta su proceso de lectura, mediante el
espectrofotometro de absorcién atémica: 980 AA, GBC (Tovar-Sanchez et al.,
2012). Finalmente, metales analizados para este estudio fueron: Al, As, Cu, Fe, Mn,
Ni, Pby Zn.

Colecta de muestras sanguineas

La muestra de sangre periférica se obtuvo por puncion cardiaca mediante un tubo
capilar heparinizado y se colocé en un tubo eppendorf estéril. Los ratones fueron
previamente anestesiados usando pentobarbital, inyectado via intraperitoneal (1
mL/Kg de peso). Posteriormente, por medio del método de viabilidad por
fluorocromos se midi6 la viabilidad celular de cada muestra (Mussali-Galante, 2001)

y se utilizaron aquellas que obtuvieron al menos un 90% de viabilidad.

Evaluacion del dafio genético (rompimiento de cadena sencilla) por medio de
la electroforesis unicelular alcalina o ensayo cometa (pH 13)

El proceso consiste en obtener 15 yL de sangre de cada individuo muestreado, las
cuales se mezclaron con 75 pL de agarosa de bajo punto de fusion (LMPA 0.5%).
Posteriormente, la mezcla se colocd en un portaobjetos previamente cubierto con
150 pL de agarosa de fusion normal (NMPA 1%). Se gelificaron a 4 °Cy se les retiro
el cubreobjetos para afiadir una tercera capa de 75 pL de agarosa de bajo punto de
fusién, nuevamente se gelificaron y se removié el cubreobjetos, inmediatamente los
portaobjetos con la muestra se llevaron a una solucién de lisis inicial (2.5 M NacCl,
100 mM EDTA, 10 mM Tris-base y NaOH, DMSO y Triton X-100) durante 1 diaa 4
°C.
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Las laminillas se colocaron en una camara de electroforesis para la migracion
del ADN en un buffer alcalino (300 mM NaOH y 1mM EDTA, a un pH > 13) (para
gue el ADN se desenrolle). La corrida de electroforesis se realizé a 20 V y 300 mA
durante 20 minutos a una temperatura de 4 °C en completa oscuridad. Al término
de la electroforesis se lavaron las laminillas en un buffer de neutralizacion (0.4M Tris
M pH 7.5) durante 15 minutos y se deshidrataron con etanol frio al 96% por 10
minutos y secaron al aire. Posteriormente, a cada laminilla se le adicioné bromuro
de etidio (50 mL de una solucion de 20 mg/mL) para tefiir los nucleos y se les col6
un cubreobjetos para que estos fueron observados en un microscopio de
fluorescencia (Olympus BMX-60). Finalmente, se midi6 la longitud de la cauda de

los cometas en micras (um), y se evaluaron en total 100 células por individuo.

Modelo sigmoidal: Categorias de impacto entre de la concentracion de
metales pesados y el nivel del dafio al ADN.

Se realizaron andlisis de regresiones multiples por modelos lineales generalizados
para determinar la relacion y la influencia entre la bioacumulacion de MP (As, Al,
Cu, Fe, Mn, Ni, Pb y Zn) en higado y los niveles de dafio genético (rompimiento de
cadena sencilla) en individuos hembras de las tres especies de roedores
dominantes que habitan en los jales de Huautla y el sitio testigo de la localidad de
Quilamula, Morelos.

En general, se obtuvieron los valores de coeficiente de correlacion (r),
coeficiente de determinacion (r?) y el valor de significancia (P < 0.05) en el andlisis
de regresion, asi como la ecuacién de la recta. Posteriormente, se realizaron
graficas de correlacion en donde se observan dos variables (X — Y), la variable
independiente (X) causa efectos en la variable dependiente (Y).

El factor de correlacion se usa comunmente en el analisis de regresion simple
para indicar si la variable dependiente responde a cambios de la variable
independiente. Por lo que, la ecuacion empleada para las regresiones lineales se
expresa de la siguiente manera: (Y=mX+b), en donde (m y b) representan el valor
del dafio genético y (X) el valor de la concentracion del metal, el cual es multiplicado
por el valor del dafio genético, a la par de que el valor de (m) es transformado a un

valor tangencial. Es decir, que la pendiente esta dada en valores de 0 a « para
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valores positivos; sin embargo, estos valores tangenciales se pueden transformar
en valores angulares utilizando la siguiente funcién: angtan = 6 o tg-1 (a) = 6, que
se puede interpretar de la siguiente manera: 0 es el angulo cuya tangente es a. Por
lo tanto, en lugar de usar valores entre 0 a ~ se emplearon valores de 0° - 90°
permitiendo una interpretacion de los resultados de una manera facil. Del mismo
modo, los valores del rango [0 °, 90 °] se pueden convertir en valores normalizados
entre O y 1. De acuerdo al modelo de (Ramos-Quintero, 2016), se ha seleccionado
la funcién exponencial para modelar los grados obtenidos en la tangente de las
graficas en cinco zonas que representan el impacto o influencia de la variable
independiente (X) en la variable dependiente (Y). Dichas zonas son clasificadas de
la siguiente manera: en el grado de 0-20° el impacto de X en Y es muy baja, de 20°-
40° el impacto de X en Y es bajo, de 40°-60° el impacto de X en Y se encuentra en
un nivel de impacto intermedio, de 60° - 80° el impacto es alto y de 80° - 90° el

impacto es muy alto (Figura 4).
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Figura 4. Modelado de valores tangenciales, angulares y normalizados por zonas de impacto (modificado de
Ramos-Quintana, 2016).
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RESULTADOS

Composicion de las comunidades

Bioacumulacién de metales por sitio de estudio

En general, el analisis de componentes principales ordena a los sitios de estudio de

acuerdo con la bioacumulacion de metales pesados. EI ACP explica el 93.4% de la

variacion en los primeros dos componentes. Al y Pb fueron las variables mas

correlacionadas positivamente con el CP1. Por su parte, el Pb fue la variable que

contribuyé mas de manera positivamente a la ordenacion del CP2 y el Al fue la

variable mejor correlacionada de manera negativa al CP2 (Figura 5, Tabla 1).
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Figura 5. Andlisis de componentes principales de variables de bioacumulacién de metales pesados en cuatro
sitios de estudio en jales de Huautla y sitio testigo de Quilamula, Morelos.
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Tabla 1. Analisis de componentes principales (PCA) con variables de bioacumulaciéon de metales pesados (Al,
Cu, Pb, As, Cd) en cuatro sitios de estudio. Valores en negritas reflejan las variables mas importantes en la
ordenacion de los sitios.

Variable PC1 PC2

Eigenvalor 211.33 31.38
% Variacion 81.355 12.082
Cum. % 81.355

Variacion 93.437
Variables

Al 0.768 -0.619
Pb 0.541 0.761
Cu 0.275 0.179
As 0.027 0.018
Cd 0.202 0.072

Composiciéon de las comunidades de roedores silvestres

En total, fueron muestreados 254 individuos de roedores durante los afios (2016,
2018 y 2019), pertenecientes a cuatro especies (Baiomys musculus, Liomys
irroratus, Peromyscus melanophrys y Reithrodontomys fulvescens), contenidas en
cuatro géneros (Baiomys, Liomys, Peromyscus, Reithrodontomys) e incluidas en

dos familias (Cricetidae y Heteromydae) (Tabla 2).

Tabla 2. Especies de roedores por sitio de estudio.

Sitio Tratamiento Especie
Baiomys musculus
Quilamula testigo Liomys irroratus

Peromyscus melanophrys
Reithrodontomys fulvescens

Baiomys musculus

El Portén expuesto Liomys irroratus

Jal1 Peromyscus melanophrys
Las presas expuesto Baiomys musculus

Jal 2 Liomys irroratus

Peromyscus melanophrys
Reithrodontomys fulvescens

Baiomys musculus
Tlalchichilpa expuesto Liomys irroratus
Jal 3 Peromyscus melanophrys
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Los resultados obtenidos del analisis de escalamiento multidimensional no
métrico (NMDS) y de similaridad (ANOSIM) para la composicion de roedores en
cada sitio de estudio (testigo y jales) muestra diferencias significativas entre sitios
(ANOSIM R = 0.61, P <0.0008), lo que manifiesta que la composicion de roedores
en cada sitio de estudio es significativamente diferente entre si (Figura 6).

Asimismo, la correlacion entre los resultados del analisis NMDS en
composicion de la comunidad de roedores y los ejes ACP de la bioacumulacién de
MP revelaron una correlacién positiva y significativa entre ACP eje 1 y NMDS eje 1
(r = 0.702, P =0.01). Por otro lado, el resto de las correlaciones fueron positivas:
(ACP eje 1 /NMDS eje 2: r=0.150, P =0.63, ACP eje 2 MP/NMDS eje 1: r = 0.190,
P = 0.55), o negativas pero no significativas (ACP eje 2 /NMDS eje 2: r =-0.19, P
= 0.55). La correlacion entre la bioacumulacion de MP y los ejes NMDS indican que
las variables Al, Pb, Cu, As y Cd estan significativamente correlacionadas con
NMDS del Eje 1 (Tabla 3).
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Figura 6. Diferencias en la composiciéon de la comunidad de roedores entre cuatro sitios (testigo y jales),
utilizando la escala multidimensional no métrica (NMDS). Cada punto es una representacion bidimensional (eje
1y eje 2) de la composicion de especies de roedores (tres puntos por sitio de estudio). Las distancias entre los
puntos reflejan una matriz de disimilitud creada usando el coeficiente de disimilitud de Bray-Curtis (Faith et al.,
1987). Los puntos que estan muy juntos tienen comunidades de roedores que tienen una composicion mas
similar en comparacion con los puntos que estan muy separados. Valores de estrés: 0.15. Inestabilidad final,
0.0004).

28



Tabla 3. Coeficiente de correlacion de Pearson (valores de r) de variables de bioacumulacion de metales
pesados y los ejes del andlisis de escalamiento multidimensional no paramétrico. Solo se presentan diferencias
significativas (P< 0.05).

Metales NMDS eje 1 NMDS eje 2
r r

Al 0.613

Pb 0.695

Cu 0.606

As 0.647

Cd 0.601

Densidad de roedores
Se detecto6 un efecto significativo del sitio de estudio sobre la densidad de roedores

(F3s = 17.846, P<0.0007). La densidad de roedores (ind./ha) por sitio de estudio
registré el siguiente patron (Tukey, P<0.05): Testigo (34.3 ind./ha) > J1 (15.6 ind./ha)
=J3 (14.9 ind./ha) = J2 (11.8 ind./ha).

Por otro lado, la densidad de cada especie de roedor por sitio de estudio
siguid el siguiente patréon: B. musculus: Testigo > J3 > J1 > j2, para L. irroratus:
Testigo > J1 > J2 > J3, mientras que P. melanophrys: Testigo >J1 >J3 >J2 y
finalmente, R. fulvescens, el cual sélo se registré en dos sitios Testigo = J2 (Figura
7).
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Figura 7. Densidad poblacional (ind/ha) estimada de roedores silvestre de los jales de Huautla y Quilamula,
Morelos. (Test=Testigo, J1=Jale 1, J2= Jale 2, J3= Jale 3, Bmus= Baimoys musculus Lirr= Liomys irroratus,
Pmel= Peromyscus melanophrys, Rful= Reithrodontomys fulvescens.

Diversidad de comunidades de roedores
En general, los resultados obtenidos por medio de la prueba delta (Solow, 1993)

denot6 que los indices de diversidad de Shannon-Wiener no difieren
significativamente entre los sitios de estudio. Resultados similares fueron obtenidos

para los indices de diversidad de Simpson (Tabla 4).

Tabla 4. Resultados de los indices de diversidad de Shannon-Wiener (H'), Simpson (D" y prueba delta (3;
Solow, 1993) para evidenciar diferencias significativas entre pares de indices de diversidad.

H'
Testigo Jale 1 Jale 2 Jale 3
1.080 1.039 1.026 1.033

0=-0.041, n.s. | 6=0.054, n.s. | 6=0.047, n.s.
0=-0.013, n.s. | 6=-0.006, n.s.

6=-0.007, n.s.

Testigo 2.739
Jalel 2 764|5=0.026, n.s.

D' Jale2 1.461 | 56=-0.277, n.s. 0=0.303, n.s.
Jale 3 2.758 | 6=0.019, n.s. 0=0.006, n.s.
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Similitud entre comunidades de roedores

Los indices de similitud empleados para determinar el porcentaje de especies que
comparten entre comunidades muestran los siguientes resultados. El indice de
Jaccard que mide presencia/ ausencia de especies, muestra que la similitud entre
comunidades varia del 75% al 100%. Por su parte, los resultados con el indice de
similitud de Czekanowski que toma en cuenta la abundancia de las especies
muestra una variacion en la similitud del 63% (testigo vs Jal 3) al 88% (Jal 1 vs Jal
3) (Tabla 5).

Tabla 5. Matriz de similitud de indices de similitud de Jaccard (1.S.J.) y Czekanowski (I.S.C.) para comunidades
de roedores asociadas al sitio testigo de Quilamula y jales de Huautla, Morelos.

1.S.C
Testigo Jale 1 Jale 2 Jale 3
Testigo 0.67 0.66 0.63
Jale 1 0.75 0.73 0.88
150 jale2 | 1.00 0.75 0.75
Jale 3 0.75 1.00 0.75

Macro-morfologia de especies de roedores entre sitios

Baiomys musculus
Andlisis de Funcién Discriminante (AFD) entre sitios como la variable predictiva y
los caracteres macro-morfolégicos de las machos como variables dependientes
produjeron dos funciones discriminantes (DF) que explicaron el 93.58% de la
variacion del conjunto de datos. Los variables longitud de la cola y longitud de la
oreja tuvieron el mayor peso en FD1, por su parte las variables longitud de la mano
y longitud de la oreja mostraron el mayor peso en FD2 (Tabla 6). La grafica de FD1
vs FD2 mostr6 que los individuos del sitio testigo y jale 3 muestran una
superposicion significativa en el espacio de ordenacion, por su parte el jale 1y jale
2 se separan de los sitios antes mencionados (Figura 8). En contraste, la FD1y FD2
en conjunto explicaron el 93.80% de la variacion de las hembras de B. musculus.
Se registr0 una superposicion significativa en el espacio de ordenacion de los

individuos independientemente del sitio de procedencia (Figura 8). Las variables del
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AFD con mas altos valores en FD1 fueron la longitud de la oreja y la longitud del
craneo, y la longitud de la cola y el peso tuvieron los coeficientes discriminantes

estandarizados més altos en FD2 (Tabla 6).

Liomys irroratus
De forma similar, el AFD explicé el 94.84% de la variacion del conjunto de datos de
la FD1 y FD2 para machos de L. irroratus (Figura 9). Los variables longitud de la
mano Yy longitud del craneo tuvieron el mayor peso en FD1, por su parte las variables
longitud de la oreja y longitud del craneo mostraron el mayor peso en FD2 (Tabla
6). La grafica de FD1 vs. FD2 mostré que los individuos del sitio testigo y jale 3
muestran una superposicidn significativa en el espacio de ordenacién, por su parte
los individuos del jale 1 y del jale 2 se separan de los sitios antes mencionados
(Figura 9). En contraste, la FD1 y FD2 en conjunto explicaron el 78.49% de la
variacion de las hembras de L. irroratus. Se registré una superposicion significativa
en el espacio de ordenacion de los individuos independientemente del sitio de
procedencia (Figura 9). Las variables del AFD con mas altos valores en FD1 fueron
la longitud de la oreja y la longitud del craneo, y la longitud de la oreja y la longitud
de la mano de los organismos tuvieron los coeficientes discriminantes

estandarizados mas altos en FD2 (Tabla 6).

Peromyscus melanophrys
El AFD explicé el 97.47% de la variacién del conjunto de datos de la FD1 y FD2
para machos de P. melanophrys (Figura 10). Los variables longitud de la mano y
longitud del craneo tuvieron el mayor peso en FD1, y las variables longitud del
craneo y peso registraron el mayor peso en FD2 (Tabla 6). La gréfica de FD1 vs.
FD2 mostré que los individuos del sitio testigo, jale 1 y jale 3 muestran una
superposicion significativa en el espacio de ordenacién, por su parte los individuos
del jale 2 se separan de los sitios antes mencionados (Figura 10). En contraste, la
FD1y FD2 en conjunto explicaron el 97.48% de la variacion de las hembras de P.
melanophrys. Se observd que la poblacion de los individuos testigo se ordena de

manera distante a las poblaciones de los individuos del Jale 1, jale 2 y jale 3 (Figura
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10). Las variables del AFD con mas altos valores en FD1 fueron la longitud de la
oreja y la longitud del craneo, y la longitud de la mano y la longitud del craneo
tuvieron los coeficientes discriminantes estandarizados mas altos en FD2 (Tabla 6).
Tabla 6. Andlisis de funcién discriminante (FDA) de variables macro-morfolégicas de los roedores Baiomys

musculus, Liomys irroratus y Peromyscus melanophrys en el sitio testigo de Quilamula y los jales de Huautla
Morelos.

machos hembras
FD 1 FD 2 FD 1 FD 2

Baiomys musculus

Eigenvalor 5.656 0.730 0.688 0.120
Variacion (%) 86.42 11.16 79.87 13.93
Variacién acumulada (%) 86.42 93.58 79.87 93.80
Variables

Longitud total -0.005 -0.009 -0.009 -0.051
Longitud cola 0.179 -0.056 0.206 0.238
Longitud mano 0.105 0.331 0.164 -0.113
Longitud pata 0.058 -0.056 -0.097  -0.077
Longitud oreja -0.158  -0.635 0.649 -0.049
Longitud craneo -0.037 -0.031 -0.278 0.164
Peso -0.096 0.141 -0.083  -0.193

Liomys irroratus

Eigenvalor 2.310 0.789 0.176 0.113
Variacion (%) 70.70 24.14 47.77 30.72
Variacién acumulada (%) 70.70 94.84 47.77 78.49
Variables

Longitud total -0.046  0.002 0.000 0.000
Longitud cola -0.003  0.040 -0.056  0.053
Longitud mano -0.410 0.124 0.127 0.140
Longitud pata -0.051  0.005 0.013 -0.157
Longitud oreja 0.191 0.512 -0.182  -0.598
Longitud craneo 0.207 -0.347 0.178 -0.053
Peso 0.156 0.081 0.027 -0.020
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Continuacién Tabla 6.

machos hembras

FD1 FD 2 FD1 FD 2

Peromyscus melanophrys

Eigenvalor 1.369 0.464 6.113 0.356
Variacion (%) 72.81 24.65 92.11 5.37
Variacion Acumulada (%) 72.81 97.46 92.11 97.48
Variables

Longitud total 0.001 0.018 0.029 -0.020
Longitud cola 0.004 0.035 0.073 0.026
Longitud mano -0.237  -0.040 0.052 0.042
Longitud pata -0.042 -0.079 -0.020 -0.024
Longitud oreja -0.089 -0.030 0.089 -0.158
Longitud craneo 0.283 -0.094 -0.117  -0.225
Peso -0.080  0.050 0.065 -0.025
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Baiomys musculus
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Figura 8. Esquema de la relacion entre la funcién discriminante uno (FD1) y DF2 obtenido mediante el andlisis
de funcién discriminante macro-morfolégico del roedor Baiomys musculus asociados al sitio testigo de
Quilamula y los jales de Huautla, Morelos.
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Liomys irroratus

3.007
machos
B0 4.5 45 6.0
Sitio
-3.00- TeStIgO—'
ot Jale 1 +
_ Jale 2 u]
hembras 3.00
Jale 3 X
E T T T 1
.0 -4.5 4.5 &0

FD1

Figura 9. Esquema de la relacién entre la funcién discriminante uno (FD1) y DF2 obtenido mediante el analisis
de funcién discriminante macro-morfolégico del roedor Liomys irroratus asociados al sitio testigo de Quilamula
y los jales de Huautla, Morelos.
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Peromyscus melanophrys
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Figura 10. Esquema de la relacién entre la funcién discriminante uno (FD1) y DF2 obtenido mediante el analisis
de funcioén discriminante macro-morfolégico del roedor Peromyscus melanophrys asociados al sitio testigo de
Quilamula y los jales de Huautla, Morelos.
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Bioacumulacion de metales pesados y su relacién con el dafio genético en
roedores

Los resultados obtenidos respecto a los promedios de concentracion de siete
metales (Al, Pb, Cu, Fe, Mn, Ni, Zn) y un metaloide (As) en higado y los niveles de
dafio genético (DG) en hembras de B. musculus, L. irroratus, y P. melanophrys
asociados a jales se muestran en la tabla 7. En general, las concentraciones de MP
en el higado de las hembras de las tres especies de estudio fueron mayores en los
sitios expuestos en relacion con los individuos colectados en el sitio testigo.

En hembras de B. musculus el Cu aumento 175 veces respecto al testigo, el
Zn aumento tres veces y el Ni dos veces. En L. irroratus el Al aument6 1420 veces,
el Ni 56 veces y el Pb 13 veces. Por otro lado, en P. melanophrys el Cu aumento 28
veces Yy el Fe dos veces respecto a la concentracion observada en el higado de las
hembras del sitio testigo.

En general, el Cu tuvo un efecto significativo sobre los niveles de dafio
genético en hembras de las tres especies de roedores estudiadas (B. musculus, L.
irroratus y P. melanophrys). En particular, en individuos de B. musculus se detectd
un efecto significativo del Cu, Mn y Zn, en L. irroratus de Al, Cuy Pb, y en P.
melanophrys de Zn y Cu, sobre los niveles de dafio genético en hembras (Tabla 8,
9y 10 respectivamente).

En cuanto a los niveles de dafio genético se observé que las hembras de los
sitios expuestos de las tres especies de roedores presentaron los mayores niveles
de dafio genético respecto a las hembras testigo: B. musculus (224.36 + 26.79 um)
> P. melanophrys (186.34 + 31.48 pym) > L. irroratus (173.07 + 10.87 ym) (Tabla 7,
Figura 11).
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Tabla 7. Concentracién promedio (+ desviacion estandar) de metales pesados (mg/Kg) en higado y dafio genético (micras) en linfocitos de sangre
periférica de roedores silvestres Baiomys musculus, Liomys irroratus,y Peromyscus melanophrys en sitio testigo y expuestos.

Metal (mg/Kg)

Dafio Genético

Especie Sitio Fe Mn Zn Ni Al Cu Pb As (um)
Baiomys &y uesto promedio  97.76 1.07 7049 129 001 175 001 001 224.36
musculus
d.e. 17.01 0.16 1575 035 000 0.63 0.00 0.00 26.79
Testigo promedio 57.67 0.80 2149 053 0.01 0.01 0.01 0.01 52.96
d.e. 3.82 0.12 221 029 0.00 0.00 0.00 0.00 15.46
Liomys .
irroratus Expuesto promedio 942.88 1.99 9587 1246 14.20 1546 13.30 0.08 173.07
d.e. 111.01 050 215 6.10 473 268 345 0.04 10.87
Testigo promedio 530.67 2.18 57.98 0.22 0.01 516 135 0.06 43.64
d.e. 98.02 0.8 427 038 000 148 096 0.03 18.96
Peromyscus .
melanophrys Expuesto promedio 137.50 1.15 46.62 164 0.01 028 0.01 0.01 186.34
d.e. 2998 0.18 479 061 0.00 0.10 0.00 0.00 31.48
Testigo promedio 57.29 082 2158 098 0.01 001 0.01 o0.01 39.77
d.e. 319 009 233 011 000 0.00 0.00 0.00 8.33
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Figura 11: Rompimiento de cadena sencilla (longitud de la cauda) en hembras de roedores
asociados a sitios testigo y sitio expuesto a jale, mediante la técnica de ensayo cometa.
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Tabla 8. Efecto de la bioacumulacion de metales en higado de individuos de Baiomys
musculus sobre los niveles de dafio genético (rompimiento de cadena sencilla) en
hembras. Valores en negritas reflejan diferencias significativas. S.C. = suma de cuadrados,
g.l. = grados de libertad, F = valor de ANOVA, P = nivel de significancia.

Metal S.C. g.l. F P
Cu 980.90 1 20.170 0.004
Fe 19.50 1 0.400 0.550
Mn 313.50 1 6.450 0.044
Ni 16.90 1 0.350 0.580
Zn 993.30 1 20.430 0.004

Error 291.80 6

Tabla 9. Efecto de la bioacumulacion de metales en higado de individuos de Liomys
irroratus sobre los niveles de dafio genético (rompimiento de cadena sencilla) en hembras.
Valores en negritas reflejan diferencias significativas. S.C. = suma de cuadrados, g.l. =
grados de libertad, F = valor de ANOVA, * = diferencias significativas, P = nivel de
significancia.

Metal S.C. g.l. F P
Al 33.15 1 4.842136 0.079
As 1.95 1 0.284927 0.616
Cu 30.30 1 4.424347 0.089
Pb 52.62 1 7.684870 0.039
Mn 0.25 1 0.036130 0.856
Ni 9.32 1 1.361463 0.295

Error 34.24 5

Tabla 10. Efecto de la bioacumulacion de metales en higado de individuos de Peromyscus
melanophrys sobre los niveles de dafio genético (rompimiento de cadena sencilla) en
hembras. Valores en negritas reflejan diferencias significativas. S.C. = suma de cuadrados,
g.l. = grados de libertad, F = valor de ANOVA, * = diferencias significativas, P = nivel de
significancia.

Metal S.C. g.l. F P
Cu 547.53 1 7.720 0.032
Fe 236.05 1 3.320 0.118
Mn 9.21 1 0.120 0.730
Ni 7.39 1 0.100 0.760
Zn 1381.26 1 19.470 0.004

Error 425.59 6
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Modelo sigmoidal: Categorias de impacto entre la concentracion de metales
pesados y el nivel del dafio genético

Para expresar de una forma mas simple el impacto que puede tener la
bioacumulacion de MP sobre los niveles de dafio genético (rompimiento de cadena
sencilla) en las especies de roedores estudiadas a partir de los analisis de regresion
lineal, se determinaron cinco categorias de impacto (semaforo de alerta) con base

a los valores tangenciales, angulares y normalizados (Tabla 11, Figura 12).

Tabla 11. Rangos de valores tangenciales, angulares y normalizados que representa la respuesta
de las variables X—Y sobre las zonas de impacto.

(DG)

L » (MP)

Figura 12. Categorias de impacto entre la concentracién de metales y los niveles de dafio
genético a través de un modelo sigmoidal. DG= Dafio genético, MP= Metal pesado.
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En general, el analisis permiti6 detectar la sensibilidad que tienen las
especies de roedores que bioacumulan MP en higado sobre los niveles de dafio
genético. Porlo que, a continuacion, se describe los resultados obtenidos para cada
especie:

Biomarcadores de exposicidon-efecto para hembras de Baiomys musculus,
Liomys irroratus y Peromyscus melanophrys

Baiomys musculus
En general, la bioacumulacién de Mn en hembras (-15.28°) tuvo muy bajo impacto

sobre los niveles de dafio genético. Por su parte, la bioacumulacion de Zn (33.7°) y
Cu (30.58°) tienen un impacto bajo (Tabla 12, Figura 13). Por lo que, los mejores
biomarcadores de exposicion-efecto para hembras de B. musculus son: Zn > Cu >
Mn.

Liomys irroratus
Para el caso de hembras de esta especie el Al (43.71°) se encuentra en la zona de

impacto medio, en tanto, que el Pb (16.64°) y Cu (12.05°) se encuentran en una
zona de muy bajo impacto (Tabla 12, Figura 14). Por lo que, podemos observar que
los mejores biomarcadores de exposicion-efecto para hembras de L. irroratus son:
Al > Pb > Cu.

Peromyscus melanophrys
Finalmente, en las hembras de esta especie el Cu (50.12°) se encuentra en una

zona de impacto medio, mientras que el Zn (24.6°) se ubicé en la zona de bajo
impacto. Por lo que, podemos observar que los mejores biomarcadores de
exposicion-efecto para hembras de P. melanophrys son: Cu > Zn (Tabla 12, Figura
15).

De acuerdo a lo antes mencionado, la mejor especie de roedor para estudiar
ambientes contaminados por Cu de acuerdo a su sensibilidad en orden de
importancia son: P. melanophrys (50.12°), B. musculus (30.58°), L. irroratus (12.05°).

Po otro lado, para ambientes contaminados por Zn las mejores especies son: B.
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musculus (33.7°) seguida de P. melanophrys (24.6°). Por su parte, en ambientes
contaminados por Pb y Al L. irroratus es la mejor especie (Pb=16.64°, Al=43.71°).
Por ultimo, en ambientes contaminados por Mn la mejor especie es B. musculus (-

15.28°) (Tabla 12).

Tabla 12. Valores tangenciales transformados en valores angulares (°) de la relacion entre la concentracion de
metales pesados en higado y los niveles de dafio genético en linfocitos de sangre periférica de hembras por
especie. ND=No detectable. Los colores indican el seméforo de alerta (Tabla 13, Figura 12).

Especie
Metal  Baiomys musculus Liomys irroratus Peromyscus melanophrys
Tangencial Grados Tangencial Grados  Tangencial Grados
A N J— 0.9561  43.71° ND e
cu 1.1971 50.12°
N — ND -
Mn

Zn
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Mn

Figura 13. Representacion del nivel de impacto de la concentracion del Zn, Cu y Mn sobre el nivel de dafio
genético en hembras de Baiomys musculus por medio del modelo sigmoidal (valores angulares).
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Figura 14. Representacion del nivel de impacto de la concentracion del Zn, Cu y Mn sobre el nivel
de dafo genético en hembras de Liomys irroratus por medio del modelo sigmoidal (valores
angulares).
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Figura 15. Representacion del nivel de impacto de la concentracion del Zn, Cu y Mn sobre el nivel de dafio
genético en hembras de Peromyscus melanophrys por medio del modelo sigmoidal (valores angulares).
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DISCUSION

Conocer la distribucion espacial de roedores silvestres es de suma importancia,
debido a que ésta ofrece informacion que permite determinar, por un lado, la
presencia o ausencia de las especies, asi como los factores ambientales y
antropogénicos que interactian e influyen directamente sobre ellas (Galvan, 2017).
Si bien, la importancia de los roedores radica en una serie de procesos ecoldgicos
importantes para la dinamica y funcionamiento de un ecosistema, éstos pueden
estar expuestos a una serie de actividades que limitan su desarrollo dentro del
medio. Una de estas actividades es la mineria metalica, la cual se basa en la
extraccion de MP gue son considerados EPT’s y tienden a persistir en el ambiente
e inducir un continuo de respuestas bioldgicas que afectan desde las moléculas
hasta los ecosistemas (Mussali-Galante et al.,, 2013c). En esta investigacion se
evallan por primera vez los efectos de la exposicién crénica a MP en roedores
silvestres con un enfoque multibiomarcador: de exposicion, de efecto, de poblacion

y de comunidad.

Composicion de las comunidades
Sitios de estudio
Bioacumulacién de metales por sitio de estudio

Los resultados del andlisis de componentes principales (ACP) muestran que las
especies de roedores se ordenan por sitio de estudio en relacibn con la
bioacumulacion de MP. En particular, se observa que la mezcla de MP
bioacumulados en el higado de los roedores del sitio testigo es mas similar con los
roedores del jale 3, esta ordenacion podria deberse a que por un lado el jale 3 tiene
un tiempo de abandono mayor y es de menor tamafio con respecto al resto de los
jales. Por lo que, al haber un mayor tiempo de abandono del jale se ha facilitado un
incremento en el proceso de sucesion ecoldgica natural, registrando un mayor
reclutamiento de especies vegetales, esto lo constata la heterogeneidad de la
vegetacion que presenta el jale 3, siendo semejante a la del sitio testigo y por ello
estos sitios mantienen una mayor similitud en relacién con la bioacumulacion de
metales. Por otro lado, el jale 1 y jale 2 muestran una mayor similitud entre ellos con

respecto a la bioacumulacion de MP, y esta similitud puede ser atribuida a que son
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los jales de mayor tamafio y que fueron los Ultimos en ser utilizados por la minera

Rosario de México S.A.

Comunidades de roedores

Riqueza y composiciéon de roedores silvestres
En este estudio, se muestre6 un total 254 individuos pertenecientes a dos familias,
cuatro géneros y cuatro especies (Baiomys musculus, Liomys irroratus, Peromyscus
melanophrys y Reithrodontomys fulvescens) asociadas a la localidad de Quilamula
y los Jales de Huautla, Morelos. La presencia de estas especies de roedores es
similar a la reportada en otros estudios realizados en zonas pertenecientes a la
REBIOSH, donde la vegetacion dominante también es Selva Baja Caducifolia. Por
ejemplo, los estudios que apoyan esta investigacion son los reportes hechos por
Mason (2005) y Gonzalez (2010) (Liomys irroratus), Rivas (2006) (Baiomys
musculus), Vargas et al. (2012) (Baiomys musculus), Cadena (2003) (B. musculus,
L. irroratus y Peromyscus sp.) y Vega et al. (2016) (P. melanophrys). En tanto, que
Tovar-Sanchez et al. (2012) reporta a las especies B. musculus y P. melanophrys,
Mussali-Galante et al. (2013) reporta a P. melanophrys, y por altimo Hernandez-
Plata et al. (2020) documentan a L. irroratus en los Jales de Huautla.

Los analisis NMSD (analisis de escalamiento no métrico) y ANOSIM
muestran que la composicion de roedores difiere significativamente entre sitios de
estudio. Lo anterior, refleja que la composicion de especies puede ser empleado
como un biomarcador a nivel de comunidades. Mas aun, al correlacionar los ejes
NMDS con la bioacumulacion de MP en higado de roedores se encontrd que el Al,
Pb, Cu, As y Cd estan significativamente correlacionados con el eje 1 del NMDS.
Es decir, que la composicion de especies de roedores en cada uno de los sitios de
estudio es favorecida por la bioacumulacién de metales pesados, siendo los metales
y metaloides no esenciales los mas importantes en estructurar la composicion de
roedores por sitio de estudio. El efecto cada uno de estos metales tiene sobre la

salud de los organismos se discute mas adelante.
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Densidad de roedores
Los valores de densidad presentaron una gran variacion y esta depende de la
especie de roedor y del sitio de estudio. En general, se detect6 un efecto significativo
del sitio de estudio sobre la densidad (ind./ha) de roedores (Fzs = 17.846,
P<0.0007). Los mayores valores de densidad se presentaron en el sitio testigo
ubicado en la localidad de Quilamula (34. 3 ind./ha), esto puede ser atribuido a que
en esta zona no ha habido presencia de actividad minera y es donde se registra una
mayor diversidad de especies vegetales, lo que propicia un habitat mas
heterogéneo. Lo anterior es apoyado por los estudios de San José (2013) y Garcia-
Estrada et al. (2015), quienes sugiere que este tipo de hébitats favorecen una mayor
diversidad de recursos alimenticios y sitios de refugio para la presencia de
individuos de especies de roedores. En contraste, los sitios con menor densidad de
roedores se presentaron en los ambientes expuestos a MP disponibles (jales), en
donde la densidad del jale 1 (Las Presas) (15.6 ind./ha.) fue mayor que el jale 3
(14.9 ind./ha.) = Jale 2 (11.8 ind./ha). Lo anterior, puede ser favorecido por las
caracteristicas de la vegetacion asociada a los jales, donde la composicién de la
vegetacion es mas homogénea con respecto al sitio testigo y donde dominan
principalmente individuos de la especie Acacia farnesiana en el Jale 1y Jale 2, por
lo que, se reduce la oferta de recursos alimenticios y sitios de refugio para el
establecimiento de pequefios roedores. Ademas, la presencia de metales y
metaloides biodisponible en el ambiente y considerados como no indispensables,
por ejemplo, Cd, Pb y As puede influir negativamente sobre la densidad de las
poblaciones al aumentar la mortandad y disminuir el éxito reproductivo de los
individuos (Mussali-Galante et al., 2013), lo que puede llevar a las poblaciones de
roedores a un cuello de botella e incluso a la extincion de estas.

L. irroratus es la especie que registro los mayores valores de densidad entre
los sitios de estudio. Ademas, el sitio testigo presenta la mayor densidad en
comparacion con los sitios expuestos, considerando que el sitio control es el area
no perturbada por MP, los resultados de este estudio son congruentes con las
densidades de L. irroratus reportadas por Moran (1994) y Cadena (2003) en sitios
perturbados y no perturbados al sur de Morelos. Por ejemplo, los autores

documentan que los sitos no perturbados (SNP) presentan las mayores densidades
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en relacion con los sitios perturbados (SP) (Moran: SP=20, SNP=27; Cadena:
SP=8.3, SNP=14).

En el caso de P. melanophrys los mayores valores de densidad se
presentaron en el sitio control respecto a los sitios expuestos, los cuales mostraron
una densidad similar entre ellos, esto es congruente con el trabajo previamente
realizado por Mussali-Galante et al. (2013) en la misma area de estudio, donde
reporto una densidad promedio en los sitios control de (10.35 ind./ha) y en los sitios
expuestos Jale 2 (Las presas) y Jale 3 (Tlachichilpa) 4.04 y 5.56 ind./ha,
respectivamente con respecto a los obtenidos. Sin embargo, la densidad reportada
por Mussali-Galante y colaboradores en el Jale 3 (El portén; 1.52 ind./ha) es menor
a la reportada en este estudio (6 ind./ha), de tal forma que se observa una
disminucién en la densidad de las poblaciones expuestas. La fluctuacion en la
densidad poblacional de P. melanophrys a través del tiempo puede ser atribuida a
gue los recursos y condiciones de los jales son dinamicos y esta habiendo cambios
sucesionales de la vegetacion y de los mamiferos pequefos. Es decir, después de
un disturbio (en este caso desechos mineros) inicia un recambio de especies y por
ende cambio de las abundancias relativas de las especies, debido en parte a la
fluctuacion de recursos y condiciones (Begon et al., 2006).

Por su parte, el roedor B. musculus mostré densidades que oscilan de 15 a
20 ind./ha, y el espacio de actividad es de 30 metros, sin embargo esto puede varian
entre sitios (Chavez y Espinosa, 2005; Tovar-Sanchez et al., 2012). En este estudio
los resultados muestran la mayor densidad en el sitio control (9 ind./ ha) y la menor
en los sitios expuestos (2-4 ind./ha), lo que contrasta con lo reportado en los trabajos
de Garcia et al. (2002) y Cadena (2003), donde sus densidades en sitios con algun
grado de perturbacion van de 15 y 23.5 ind./ha, respectivamente y en los no
perturbados contrastaron entre ellos 7.21 y 21.5 ind./ha. Observaciones de campo
en el grupo de trabajo han registrado que B. musculus ha reducido sus densidades
en los sitios de estudio a través del tiempo en los jales, en contraste especies como
L. irroratus han ido incrementando sus densidades poblacionales. Por lo que, se
sugiere como perspectiva hacer estudio sucesional de la fauna de mamiferos
pequeinos asociados a los jales, que permitan obtener evidencias documentales del

recambio de especies.
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Diversidad de roedores
En general, en este estudio los indices de diversidad Shannon-Wiener y de Simpson
no difirieron significativamente entre comunidades. Lo anterior, es similar a los
resultados obtenidos por Cadena (2003), quien reportar que el indice de diversidad
de Simpson para especies de roedores (B. musculus, L. irroratus y Peromyscus sp.)
de Huautla Morelos, no difieren significativamente entre sitios (perturbados y no
perturbados). Por otro lado, Garcia-Estrada et al. (2015) evaluaron la diversidad de
las comunidades de roedores mediante el indice de Shannon-Wiener en sitios con
diferente grado de alteracion (de menor a mayor intensidad) causado por las
actividades agricolas en una selva mediana subcaducifolia en la Sierra Sur de
Oaxaca. Los autores, concluyen que no hay diferencias significativas entre indices
de diversidad en las comunidades de roedores. Por lo anterior, se sugiere que los
disturbios antropogénicos ocasionados al medio natural (P. ej., jales) en términos

de diversidad de roedores no son un buen biomarcador a nivel de comunidades.

Similitud entre comunidades de roedores
El patron general muestra que los datos de similitud de Jaccard y de Czekanowski
sugieren que las comunidades asociadas a los jales comparten una mayor cantidad
de especies de roedores que entre jales con respecto al sitio testigo (Tabla 5). Lo
anterior sugiere que las especies de roedores Baiomys musculus, Liomys irroratus,
Peromyscus melanophrys y Reithrodontomys fulvescens muestreadas en este
estudio tienen la capacidad de establecerse tanto en ambientes con baja
perturbacion de Selva Baja Caducifolia como en sitios contaminados por MP
productos de la actividad minera. Lo que es apoyado por el indice de similitud de
Jaccard, el cual toma en cuenta la presencia y ausencia de las especies, por lo que,
sus valores oscilaron del 75 al 100 % de similitud de especies entre pares de
comunidades, incluso hay autores que sugieres que valores del indice de Jaccard
superiores al 66.6% son consideradas comunidades similares (Sanchez y Lépez,
1988). Por su parte, El indice de Czekanowski toma en consideracion ademas de la
presencia de la especie, la abundancia relativa de cada especie, por lo que este
estudio documenté menores valores de similitud (entre 63 y 88%) en comparacion

con el indice de Jaccard. Lo anterior, puede ser atribuido a la variacion espacial que
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tiene cada localidad con respecto a las especies vegetales, las cuales a su vez
modifican las condiciones microclimaticas (Begon et al., 2006). Por lo anterior, las
plantas representan un mosaico de recursos que varia temporal y espacialmente
(Begon et al., 2006). Por lo tanto, la abundancia y presencia de roedores cambiara
espacialmente porque los recursos y condiciones se modifican dependiendo de las
caracteristicas locales, asi como de los procesos ecologicos tales como la
depredacion, parasitismo, competencia, disturbio y fluctuaciones abiéticas (Cornell
y Lawton, 1992). Por ejemplo, Tovar-Sanchez et al. (21012), Mussali-Galante et al.
(2013) y Hernandez-Plata et al. 2020) encontraron que las especies de roedores B.
musculus, L. irroratus y P. melanophrys modifican su abundancia relativa

espacialmente tanto en jales mineros como en sitios testigo.

Macro-morfologia de especies de roedores entre sitios
La bioacumulacién de MP en roedores puede causar una gran variedad de efectos
negativos en todos los niveles de organizacion bioldgica -desde las moléculas hasta
los ecosistemas- (Mussali-Galante et al., 2013). A nivel individual la bioacumulacién
de MP promueve un incremento de enfermedades que ponen en riesgo la salud de
los organismos. Por ejemplo, se ha documentado que la bioacumulacion de MP
pueden ocasionar efectos en tejido 6seo de individuos silvestres, causando
alteraciones macro-morfologicas (Esteves-Aguilar, 2018). Los datos macro-
morfologicos recabados en cada especie de estudio tuvieron la finalidad de ver la
influencia de los MP sobre los cambios macro-morfol6gicos entre géneros (machos
y hembras) de las especies B. musculus, L. irroratus y P. melanophrys. Los
resultados de este estudio permitieron determinar los caracteres macro-
morfoloégicos mas utiles para discriminar entre géneros y evidenciar mediante
analisis de ordenaciéon (AFD) si los individuos expuestos a MP se estan
diferenciando morfolégicamente de los individuos establecidos en sitios sin
presencia de MP.

Baiomys musculus
En general, el analisis FD muestra que los individuos machos de B. musculus
pertenecientes a los jales 1 y 2, se diferencian macro-morfolégicamente de los

individuos testigo, siento los caracteres de: la longitud de la cola, la longitud de la
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oreja y la longitud de la mano, los que mas contribuyen a la ordenacion de los
individuos. En contraste, los individuos del jale 3 se sobreponen con los individuos
testigo, es decir mantienen una macro-morfologia similar. Por su parte, las hembras
mantienen una macro-morfologia similar independientemente del sitio de
procedencia (Fig. 8). El patron encontrado en los individuos machos de los jale 1y
jale 2 puede ser atribuido, en parte, a que son los sitios con presencia de altas
concentraciones de metales y metaloides biodisponibles (As, Cu, Cd, Cr, Fe, Mn,
Pb, Vy Zn) (Velasco et al., 2005; Solis-Miranda, 2016) y, por otro lado, a la Historia
de Vida de los individuos de B. musculus, los cuales tienen escasa vagilidad (menos
de 30m), anidan en los jales (Tovar-Sanchez et al., 2012) y sus habitos alimenticios
(semillas e insectos; Mason-Romo, 2005) que incluyen a especies establecidas en
los jales. Es decir, tiene una exposicion cronica de MP via cutanea, ingesta y
respiratorio. En particular, el hecho que los machos tengan una mayor variacion
morfologica con respecto a las hembras puede ser apoyado por los resultados de
Amairani-Santana (2020), quien documenta que la bioacumulacion de Niy Mn en
hueso de individuos machos de B. musculus asociados a los mismos sitios de
estudio registran una mayor influencia sobre los niveles de dafio genético en
comparacién con las hembras (Ni: machos r=0.769, hembras r=0.715; Mn: machos
r=0.694, hembras r=0.457).

Liomys irroratus
El analisis FD muestra que los individuos machos de L. irroratus pertenecientes a
los jales 1y 2, se diferencian macro-morfolégicamente de los individuos testigo,
siento los caracteres de: longitud de la mano, del craneo y la longitud de la oreja,
los que mas contribuyen a la ordenacion de los individuos. En contraste, los
individuos del jale 3 se sobreponen con los individuos testigo, es decir mantienen
una macro-morfologia similar. Por su parte, las hembras mantienen una macro-
morfologia similar independientemente del sitio de procedencia (Fig. 9). Como se
menciono, el craneo es uno de los caracteres primordiales en diferenciar a los
machos entre sitios. En particular, el craneo es uno de los caracteres principales
utilizados en analisis de morfometria geométrica, donde se ven reflejado cambios

adaptativos en respuesta a cambios evolutivos por presiones ambientales,
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alimenticias o de comportamiento, ademas de ser una herramienta 0til para
comprender diferencias entre individuos de distintas poblaciones o dentro de una
misma especie (Sarmiento-Pérez, 2017), por lo que la variacion de la ordenacion de
los grupos de la especie en gran medida se debe a este caracter observandose
cambios promovidos por la influencia de los MP. EIl patrén encontrado en los
individuos machos de los jale 1y jale 2 puede ser atribuido, en parte, a que son los
sitios con presencia de altas concentraciones de metales y metaloides
biodisponibles (As, Cu, Cd, Cr, Fe, Mn, Pb, V y Zn) (Velasco et al., 2005; Solis-
Miranda, 2016) y, por otro lado, a la Historia de Vida de los individuos de L. irroratus,
los cuales tienen escasa vagilidad (menos de 30m), anidan en los jales (Hernandez-
Plata et al., 2020) y sus habitos alimenticios (semillas e insectos; Mason-Romo,
2005) que incluyen a especies establecidas en los jales. Es decir, tiene una
exposicién crénica de MP via cutanea, ingesta y respiratorio. Sin embargo, para
aclarar la diferencia entre géneros se recomienda evaluar la bioacumulacion de MP
en hueso en ambos géneros, para determinar si la presencia de MP son el factor

principal en los cambios macro-morfologicos observados.

Peromyscus melanophrys
En general, los analisis de FD muestran que los individuos de P. melanophrys se
ordenan en grupos de acuerdo con el sitio de procedencia. En particular, los
individuos del sitio testigo se separan de los individuos asociados al sitio expuesto
a MP, exceptuando en machos donde los individuos del sitio testigo de sobreponen
con los individuos del jale 3 (Fig. 10). En machos los caracteres mas importantes
para su discriminacion fueron la longitud de la mano y el craneo. Para hembras, los
caracteres de mayor valor en la discriminacion son la longitud de la mano y del
craneo. Por lo anterior, el craneo es uno de los caracteres macro-morfolégicos mas
importantes en L. irroratus para evaluar los efectos de los MP en roedores silvestres.
Lo anterior es apoyado por el estudio de Esteves-Aguilar (2018), quien evalué la
inestabilidad en el desarrollo del craneo de P. melanophrys expuestos a MP en los
mismos jales de Huautla. La autora sugiere que los individuos presentaron mayor
fluctuacién asimétrica en el crdneo en comparacion con los individuos testigo debido

a que se encuentra relacionados con la disrupcion que ejercen los MP en la
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estabilidad del desarrollo del crdneo. Por otro lado, Tovar-Sanchez et al. (2012)
documentan que los MP (Fe, Ni, Zn y Mn) bioacumulados en hueso de individuos
de P. melanophrys establecidos en los jales de Huautla son significativamente
mayores en relacion con los individuos asociados a los sitios testigos. Lo anterior
sugiere que la elevada bioacumulacion de MP es unos d ellos factores que
promueven los cambios macro-morfolégicos en los individuos hembras y machos

asociados a sitios expuestos por MP.

Bioacumulacién de metales pesados y su relacion con el dafio genético en
roedores

Se ha documentado que en los jales de Huautla existen concentraciones altas de
metales biodisponibles (Cd, Cu, Zn, Pb, Fe, y Mn) de los cuales, los cuatro primeros
rebasan los limites maximos permisibles internacionales establecidos por la EPA en
2007 y de acuerdo a la NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004, el Cd y Pb rebasan los
limites establecidos por esta norma (Solis- Miranda, 2016). Por lo anterior, cuando
los MP se han movilizados y estan biodisponibles estos pueden ser peligrosos para
los organismos, puesto que pueden verse afectaciones en los niveles de
organizacion bioldgica, desde las células hasta los ecosistemas (Mussali-Galante et
al., 2013).

Los resultados de esta investigacion demuestran que las comunidades de
roedores silvestres (B. musculus, L. irroratus, P. melanophrys) que habitan dentro
de los jales de Huautla, se encuentran expuestas a una serie de MP como lo
reportan los trabajos de Tovar-Sanchez et al. (2012); Mussali-Galante et al. (2013),
Esteves-Aguilar (2018), De la Cruz, (2018) y Hernandez-Plata et al. (2020) quienes
han trabajado con estas especies.

Aunado a ello, resulta interesante conocer la relacién del género y el dafio
genético, en especial en las hembras. Pues si bien, los resultados obtenidos
muestran que las hembras de las tres especies de roedores analizadas B. musculus,
L. irroratus y P. melanophrys presentaron mayores niveles de dafio genético en los
sitios expuestos respecto al testigo por la exposicion a MP, es importante saber el
por qué son ellas las que presentan mayor dafio genético. Lo anterior puede ser

atribuido a que las hembras metabolizan xenobidticos de manera lenta y en
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consecuencia esto generaria una concentracion mayor de xenobidticos en los
tejidos e inducir toxicidad en los érganos diana (Mugford y Kedderis,1998), como es
el caso del biomarcador de exposicion utilizado en esta investigacion, el higado, en
donde los metales con mayor influencia sobre los niveles de dafio genético fueron
Al, Cu, Mn, Pb y Zn. Los elementos esenciales Cu, Mn y Zn son importantes para la
salud de los seres vivos (Gonzalez-Mufioz, et al. 2009; Pareja-Cadena, 2014), ya
que se involucran en las funciones bioldgicas teniendo un efecto significativo sobre
los niveles de dafio genético en hembras, ya que en exceso estos MP pueden
generar efectos toxicos (De la Cruz, 2018), asi como los metales no esenciales (Al
y Pb) pueden ser téxicos en bajas cantidades (Alcade, 2001; Londofio-Franco et.
al., 2016).

En particular el Cu tuvo un efecto significativo sobre los niveles de dafio
genético en hembras de las tres especies, aunque es considerado como un metal
esencial, se ha documentado que el Cu es genotdxico y mutagénico en ratones (Pra
et al., 2008). Si se sobrepasan las concentraciones traza requeridas, este puede
reemplazar al Zn en los dedos de zinc o bien puede oxidar las cisteinas que lo
conforman, en ambos casos los dedos de zinc pierden la capacidad de unirse al
ADN, asi como su funcién enzimatica de reparacion al ADN dafiado (Hartwig et al.,
2002). La exposicion crénica puede generar disfuncién y lesiones estructurales
hepéticas, del sistema nervioso central, de los rifiones, los huesos y los ojos hasta
ocasionar la muerte (ATSDR, 2004; Huster et al., 2006; Vivas, 2008; Arnal, 2014;
Collachagua y Reafio, 2017). Ademas, durante el periodo de gestacién se ha
reportado la formacién de centros primarios de osificacion en los fetos (Acufia et al.,
1999).

Por su parte, el Mn es un elemento traza necesario para mantener la buena
salud de los organismos, sin embargo, se ha reportado que en hembras de roedores
tratadas con manganeso via oral redujeron los niveles de fertilidad. En ratas
tratadas con cantidades muy altas de Mn se observaron alteraciones del rifion y de
las vias urinarias que incluyeron inflamacion de los rifiones y formacion de calculos
renales (ATSDR, 2012). Aunado a ello se ha sefialado que el Mn produce efectos
deletéreos sobre la reproduccion en animales como en humanos (Elbetieha et al.,
2001; Ponnapakkam, et al. 2003; ATDRS, 2012).
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Para el Zn, se ha documentado que los organismos después de ser
expuestos a este metal aumentan sus concentraciones mas rapido en sangre y
hueso (ATSDS, 2005a), lo anterior, apoya nuestros resultados ya que se detecto
una relacion positiva y significativa entre la concentracién de Zn y los niveles de
dafio genético en los linfocitos de sangre periférica en hembras de B. musculus y P.
melanophrys. Ademas, se ha documentado que el consumo de alimentos con
elevadas cantidades de zinc (1,000 veces mayor que las cantidades dietéticas
recomendadas) durante varios meses puede causar efectos negativos en la salud
de los organismos (P. ej., anemia, lesiones en el pancreas y rifiones, asi como
problemas respiratorios), como lo sefiala la ATSDR en ratas, ratones y hurones.
Asimismo, ATSDS (2005a) documenta que ratas hembra alimentadas durante el
proceso de gestaciébn con elevadas concentraciones de Zn incrementaron los
niveles de infertilidad y las crias llegan a ser de talla menor.

Por otro lado, el Al es un metal que no tiene ningun papel biolégico, ademas
de ser toxico para los organismos (Olaniran et al., 2013). Se ha reportado, sobre su
toxicidad que este metal puede generar efectos en vias metabdlicas que involucran
el metabolismo del calcio, foésforo, flior y hierro. Ademas, de ocasionar dafios en las
células nerviosas, en células 6seas y hemopoyéticas (Jaishankar et al., 2014), estas
Gltimas se encuentran el sangre periférica y medula 6sea, lo que podria explicar la
relacion encontrada en este estudio entre las altas concentraciones de Al y los altos
niveles de dafo genético en los roedores expuestos.

En tanto los efectos que puede ocasionar la exposicion a Pb podemos
sefalar efectos a nivel neuronal, hematologicos, endocrinos, renales, desarrollo y
reproduccion (Ferrer, 2003) asi como cancerigenos, lo que lo hace un metal
genotoxico. Ademas, se ha documentado que el Pb se encuentra involucrados en
la produccién de especies reactivas de oxigeno, que promueve dafio al ADN como
los rompimientos de cadena sencilla, entre otras afectaciones (Ercal et al., 2001;
Zawia et al., 2000; Scanlon et al., 2017), lo que explicaria la importancia del plomo
con su relacién en los niveles de dafio genético observado en L. irroratus. Existe
ademas evidencia cientifica de las afectaciones del plomo en roedores, a nivel
neuronal podemos sefalar efectos en memoria (Garcia, et al., 2004; Nava et al.,

2012, Hernandez-Plata et al., 2020), hematoldgicos, como la disminucion de
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linfocitos T (Gonzéalez, 2002), que son esenciales en la funcion y regulacion del
sistema inmune (Mastache et al., 2005). En tanto a efectos reproductivos se ha
sefialado en roedores, abortos espontdneos y disminucion del tamafio del évulo
(Zawai et al., 2000; Lopez-Hernandez et al., 2015).

A pesar de conocer los efectos de los MP sobre la salud de los organismos,
se ha documentado muy poco sobre sus efectos respecto al género. Al respecto se
ha sefialado que los niveles de metabolismo respecto a la variacién dependiente
del género en roedores puede ser resultado de la evolucion diferencial del citocromo
P450, donde se ha documentado que interviene en los procesos de
biotransformacion y excrecion de xenobibéticos, el cual tiene su localizaciéon en las
membranas del reticulo endopldsmico liso de las células del tejido hepéatico ademas
de encontrarse en testiculos y glandulas adrenales, estas Ultimas incluyen la
produccién de hormonas sexuales femeninas las cuales disminuyen la actividad del
citocromo P450 y en consecuencia la funcibn metabdlica asociada (Mugfor y
kedderis,1998; Cutifio, 2011; Tovar-Sanchez et al., 2012; Rodriguez y Rodeiro,
2014). Sin embargo, como sefiala Tovar-Sanchez et al. (2012) mas alla de una
cuestion hormonal y metabdlica, la ingesta de MP e Historia de Vida de las especies
son esenciales y deben de considerarse para obtener un panorama mas completo.

Se ha documentado que las principales rutas de exposicion a MP consiste en
el consumo de alimento y agua contaminada, asi como la ingesta e inhalacion
incidental del suelo, segun lo observado en el roedor P. melanophrys en jales de
Huautla (Mussali-Galante et al., 2013), esto puede deberse a que en esta zona al
Ser un area que presenta una estacionalidad climatica muy marcada por sequia,
permite la dispersién de estos metales via edlica, lo que facilita por un lado la
inhalacion e ingesta de metales a los organismo, aunado a la ingesta de alimentos
gue pueden contener MP bioacumulados e incluso particulas de jale pegadas (las
particulas de jale son < 45um) en las estructura externa de los alimentos (P. ej.,
hojas, frutos, semillas, brotes, insectos, etc.), lo que podria incrementar la cantidad
de metales acumulados en los roedores. Aunado a esto, se ha reportado mayores
concentraciones de MP en roedores juveniles debido a un mayor requerimiento de
energia, por lo que, hay una mayor demande de consumo de alimentos como lo

reportado con las ratas Rattus norvergicus y Rattus optimus (Zarrintab y Mirzaei,
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2017). Asimismo, se ha sefialado en numerosos estudios sobre el gasto energético
reproductiva en mamiferos (Bozinovic y Canals, 2007; Granja et al., 2012; Urviola y
Fernandez, 2017) y especificamente en roedores (Veloso y Bozinovic, 2000; Torres
et al., 2002; Sumbera et al., 2003a; Williams, 2003; Garcia-Sustegui et al., 2017),
donde las hembras en esta etapa demandan mayor cantidad de energia y
especialmente durante la lactancia puesto que el gasto energético es alto, de
manera que las hembras al consumir mas alimentos con PM presentarian mayores
niveles de dafio genético.

Por todo lo anterior y de forma particular para cada una de las especies
estudiadas, los resultados obtenidos de la biacumulacion de MP en higado y su
efecto sobre los niveles de dafio genético en individuos hembras de B. musculus
sobresalieron los siguientes metales: Cu, Mn y Zn, donde los individuos registraron
concentraciones mayores en los sitios expuestos respecto a los del sitio testigo. En
consecuencia, los individuos de los sitios expuestos son los que presentaron los
mayores niveles de dafio genético (224.36 um) (rompimiento de cadena sencilla)
respecto a los testigos (52.96 pm). Estos resultados son similares a lo que
reportaron por Tovar-Sanchez et al. (2012) en hembras de la misma especie de
estudio, en general, los autores encontraron que las hembras tienden a presentar
una mayor susceptibilidad a los efectos de los MP en comparacién con los machos,
traduciéndose en mayores niveles de dafio genético.

Rivas (2006) documenté la dieta de B. musculus en la Selva Baja Caducifolia
de la Sierra de Huautla, Morelos. La autora sefiala que la especie es un roedor
herbivoro generalista, y su dieta estda compuesta por un 91.81% de material vegetal
(tallos y hojas) y el restante 8.19% de artropodos. En particular se documenta que
el roedor prefiere alimentarse de herbaceas. Por otro lado, en los jales de Huautla,
resalta la presencia de las especies herbaceas: Bidens bigelovii, Bidens odorata,
Gomphrena decumbens, Salvia mexicana, Talinum paniculatum y Sanvitalia
procumbens (Martinez-Becerril, 2009; Flores, 2019). Siendo esta Ultima una de las
especies con mayores niveles de preferencia por parte de B. musculus. En
particular, Rosas-Ramirez (2018) estudio a Sanvitalia procumbens bajo condiciones
de invernadero creciendo en sustrato del jale de Huatla, documentando que esta

especie es capaz de bioacumular Fe, Zn, Cd, Pb, Niy Cr en raiz y tejidos foliares.
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Ademas, se ha documentado la bioacumulaciéon de MP (Pb, Zn, Cd, As) en
individuos del género Bidens (Bech et al., 2012; Learita, 2015; Ramirez-Sanchez,
2017), en el género Talium (Pb, Cd, Cr: Akinola y Ekiyoyo, 2006; Kumar et al., 2012)
y en la especie Salvia mexicana (As, Cu, Fe, Mn, Pb, Zn: Learita, 2015). Lo anterior,
fortalece que la exposicion por ingesta de plantas es uno de los mecanismos
mediante el cual los individuos de B. musculus bioacumula MP y en consecuencia
estos MP generan afectaciones en el ADN de los individuos.

Por otro lado, este estudio muestra que las hembras de L. irroratus
bioacumulan significativamente mas Al, Cu y Pb en los sitios expuestos a MP en
comparacion con los sitios testigo. Asimismo, se detecté una relacion positiva y
significativa entre la concentracion de MP bioacumulados y los niveles de dafio
genético (rompimiento de cadena sencilla). Lo anterior, es apoyado por el trabajo
de De la Cruz (2018) quien documenta mayores niveles de dafio genético en
individuos de la misma especie de roedor asociada a los jales de Huautla. Los altos
niveles de MP bioacumulados puede estar terminado por la dieta de L. irroratus, por
ejemplo, Mason (2005) estudié la dieta de L. irroratus asociada a la Selva Baja
Caducifolia en la Sierra de Huautla. El autor document6 que se trata de una especie
herbivora durante la época de lluvias y en estiaje tiende a ser granivoro,
presentando en sitios perturbados un dmbito alimenticio de tipo generalista, por lo
que, se sugiere que este roedor al ser terrestre, con reducida movilidad (machos:
90-12 m? y hembras: 21 m?; Santos y Santiago, 2012) y pasar mucho tiempo en la
superficie de los jales de Huautla, estarian mas expuestas y propensas a
bioacumular mas MP en sus tejidos en comparacion con los individuos establecidos
en sitios testigo. Ademas, L. irroratus presenta periodos reproductivos durante todo
el afio (Dowler y Genoways, 1978; Alvarez-Castafieda, 1996; Garcia-Estrada et al.,
2002) y en la Selva Baja Caducifolia el mayor periodo reproductivo en épocas de
lluvia (Cadena, 2003). Por lo que, las hembras que habitan los jales de Huautla
estdn expuestas constantemente a MP biodisponibles, incrementan sus
concentraciones dentro del organismo, debido a que dentro de su historia de vida
son ellas las de menor desplazamiento respecto a los machos y que al entrar a
etapas de reproduccidbn demanda mayor cantidad de energia, por lo que, el

consumo de alimento obtenido en los jales con MP es de manera constante.
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Aunado a lo anterior, se ha documentado que especies vegetales
establecidas en los jales de Huautla tienden a bioacumular MP en sus tejidos. A
continuacion, se mencionan las especies asociadas a los jales donde se ha
registrado la bioacumulacion de MP y con un asterisco (*) se sefiala la especie
vegetal que son utilizadas por L. irroratus para consumir sus semillas. Vachellia
farnesiana hiperacumuladora de Cu, Zn y Pb (Santoyo-Martinez, 2016), Prosopis
laevigata y Pithecellobium dulce consideradas como hiperacumuladoras de Cu, Zn
y Pb (Hernandez-Lorenzo, 2015; Castafieda-Bautista, 2015; Murillo, 2015; Santoyo-
Martinez, 2016), Bursera copallifera, Ipomoea pauciflora*, Conzattia multiflora
Standley, Pithecoctenium crucigerum*, Zanthoxylum culantrilo, Gomphrena
decumbens*, Lysiloma divaricatum * y Mimosa sp*. Por lo antes expuesto, es muy
probable que la bioacumulaciéon de Cu, Pb y Al detectada en higado de los
individuos de L. irroratus pueden deberse al consumo de algunas de estas especies
vegetales.

Por su parte, en individuos hembras de P. melanophrys se detectd la
bioacumulacion de Cu y Zn en higado y su relacidn positiva y significativa con los
niveles de dafio genético. En general, las mayores concentraciones de MP y los
mas altos niveles de dafio genético se registraron en los individuos asociados a los
jales de Huautla. Lo anterior, es congruente con lo reportado por Tovar-Sanchez et
al. (2012) quienes reportan que las hembras presentan una mayor susceptibilidad a
los efectos de los MP con respecto a los machos, traduciéndose en mayores niveles
de dafio genético. P. melanophrys juega un papel ecolégico importante, debido a
gue se encuentra fuertemente asociado a su habitat y altera la comunidad vegetal
al ser el principal removedor y dispersor de semillas (Hortelano-Moncada, 2015).
Respecto a la dieta de la especie se conoce poco. Sin embargo, se ha documentado
que otras especies de Peromyscus se alimentan tanto de productos vegetales
(tallos, yemas, semillas y frutos), asi como de escarabajos y polillas (Anderson,
2000). Este roedor anida en el suelo, pero también es semiarboricola, lo que resulta
en un incremento de la exposicion a los metales del suelo y del consumo de
alimentos. Se alimentan se semillas que se encuentran principalmente en el suelo,
sin embargo, se ha documentado que los individuos de la especie que habitan en

los jales de Huautla se alimentan de plantas como: Prosopis laevigata, Acacia
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farneciana y Pithecelobium dulce (Mussali-Galante et al., 2013), los cuales son
hiperacumuladoras de metales como, Cu, Pb y Zn en Huautla, Morelos (Castafieda-
Bautista, 2015; Murillo, 2015, Santoyo-Martinez, 2016). Por lo anterior, las
principales rutas de exposiciébn a MP consiste en el consumo de alimentos y agua
contaminada, asi como la ingesta e inhalacion incidental del suelo como sefala
Mussali-Galante (2013) nuestro principal antecedente directo de la especie en los
jales de Huautla. Por lo anterior, se sugiere que la acumulacién de Cu y Zn en
higado P. melanophrys podria deberse al consumo de alimentos, considerando que
las hembras podrian tener mayores concentraciones y en consecuencia altos
niveles de dafio genético, debido a que, como en todas las especies descritas en
esta investigacion, requieren de un mayor consumo de alimentos durante su
actividad reproductiva.

Otros estudios que muestran esta relacion del género y principalmente en
hembras sobre los niveles de dafio genético se pueden citar el trabajo de Vergara-
Garcia (2014), quien evalu6 en Malambo, Colombia, el efecto genotéxico y la
susceptibilidad individual por exposicibn ambiental a plomo en humanos, donde al
comparar la variable género con los niveles de plomo en sangre y niveles de dafio
genético por medio del ensayo cometa, observd que las mujeres aun presentado
menores niveles de plomo sanguineos tienen mayores dafios en el material
genético, sin embargo no se documenta la posibles razones, incluso este
comportamiento se ha observado en otros mamiferos como la foca Arctocephalus
australis en la costa del rio grande, Brasil, donde las hembras muestran un dafio
mayor al ADN por la bioacumulacién de metales (Besnik Baraj et al., 2009).

Finalmente, las diferencias en la bioacumulacién de metales y el nivel de
dafio genético observado entre las especies se deben también a las caracteristicas
individuales de las especies, como la historia de vida y dieta como se ha descrito
para cada una de ellas. Ademas, es importante considerar los efectos potenciales
que causan cada uno de los metales, como las descritas en este trabajo. Por
ejemplo, en la reproduccion se ha sefialado que puede ocasionar abortos o
infertilidad, lo que tendria como consecuencia la disminucion del namero de
individuos en una poblacién al grado de extinguirla, y que dependiendo de las

interacciones interespecificas de la especie podria ocasionar algun desequilibrio en
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el area donde habita. Asimismo, considerar que los jales de Huautla, al ser areas
con cierto grado de perturbacién, producto de la actividad minera, actualmente
inactiva, estos jales estan bajo procesos de sucesion ecoldgica, por lo que ha
generado y generara cambios en la composicibn vegetal y en consecuencia
cambios en la presencia o ausencia de especies faunisticas y desde luego floristicas
asociada a los jales, como en los roedores, puesto que estos cambios de vegetacion
propician habitats que puedan favorecer o no a los roedores, por ello la importancia
de considerar la historia de vida de las especies.

Modelo sigmoidal: Categorias de impacto entre la concentracion de metales
pesados y el nivel del dafio genético.

Existen muchos modelos matematicos para entender el comportamiento de una
serie de datos, pero resulta algo complejo realizar su interpretacion en estudios
bioldgicos. Por ello como se menciond al inicio de esta investigacion el modelo
sigmoidal es una propuesta que permite interpretar facilmente datos cuantitativos al
transferirlos en datos cualitativos, de manera que una forma mas simple de expresar
el impacto que puede tener la bioacumulacién de MP sobre los niveles de dafio
genético (rompimiento de cadena sencilla) en las especies de roedores estudiadas

se expresara de manera facil es este modelo.

Biomarcadores de exposicion-efecto para hembras de Baiomys musculus,

Liomys irroratus y Peromyscus melanophrys.

Baiomys musculus
El modelo sigmoidal muestra que la bioacumulacién de Mn en hembras tuvo muy
bajo impacto sobre los niveles de dafio genético. En tanto, el Zn y el Cu tienen un
impacto bajo, de esta manera se puede sefialar que los mejores biomarcadores de
exposicion-efecto son hembras de B. musculus para estudiar ambientes
contaminados con Zn, Cu, Mn. Con ello se reafirma a la especie B. musculus como

una especie centinela.
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Liomys irroratus
Para el caso de hembras de L. irroratus la mayor sensibilidad sobre los niveles de
dafio genético la presento el Al, puesto que se encontrdé en una zona de impacto
medio, en tanto que, el Pb y Cu se encontraron en una zona de muy bajo impacto.
Por lo que, podemos observar que los mejores biomarcadores de exposicion-
efecto para hembras de L. irroratus son Al > Pb > Cu para lugares contaminados
con estos MP. Con lo que a través de estos resultados podria ser considerada

como una especie centinela.

Peromyscus melanophrys
En las hembras de esta especie el Cu se encuentré en una zona de impacto medio,
la cual fue mayor a la observada por las especies B. musculus y L. irroratus. Por lo
que, la mejor especie de roedor para estudiar un ambiente contaminado por Cu es
P. melanophrys. En tanto, el Zn muestra un bajo impacto sobre los niveles de dafio
genético, por lo que puede ser considerada como una especie para estudiar
ambientes contaminados con este metal. Aunque la especie B. musculus se registra
en la misma zona de impacto para este metal, P. melanophrys documenta una m
mayor sensibilidad, haciéndola un mejor candidato para ambientes contaminados

por Zn.
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CONCLUSIONES

e La bioacumulacién de Al y Pb fueron los MP con mayor influencia en la
ordenacion de los individuos por sitio de estudio.

e La composicion de roedores en cada sitio de estudio fue significativamente
diferente entre si. Por lo que, puede ser considerado como un buen
biomarcador a nivel de comunidad.

e Se detectd un efecto significativo del sitio de estudio sobre la densidad de
roedores, mostrando el siguiente patron: Testigo > J1 = J3 = J2.

e P. melanophrys y L. irroratus son las especies con mayor dominancia en
ambientes contaminados por metales pesados.

e Los indices de diversidad (Shannon-Wiener y Simpson) no muestran
diferencias significativas entre sitios de estudio.

e La mayor similitud entre las comunidades estudiadas expuestas a metales se
encuentra entre el jale 1 y jale 3.

e Los individuos machos de B. musculus del jale 1 y jale 2 difieren macro-
morfolégicamente de los machos del resto de los sitios, en contraste, las
hembras no se diferencian entre sitios.

e Los individuos machos de L. irroratus del jale 1 y jale 2 son macro-
morfolégicamente diferentes a los machos del resto de los sitios, en
contraste, las hembras no se diferencian entre sitios.

e Los individuos machos y hembras de P. melanophrys del jale 1 y jale 2 se
separan macro-morfolégicamente del resto de los sitios.

e Las concentraciones de MP (Al, Pb, Cu, Fe, Mn, Ni, Zn) en higado y los
niveles de dafio genético de las hembras de las tres especies de estudio
fueron mayores en los individuos de los sitios expuestos respecto a los de
los testigos. Siendo las hembras de B. musculas las que en promedio
presentan mayor dafo genético.

e EIl modelo sigmoidal facilita la interpretacion de valores cuantitativos a
cualitativos, lo que permite realizar una interpretacion bioldgica facil en

investigaciones de este tipo.
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B. musculus es una de las mejores especies para estudiar ambientes
contaminados por Cu, Zn y Mn. Para L. irroratus Al seguido de Pb y Cu. En
tanto, para P. melanophrys es el Cu seguido del Zn.

El modelo sigmoidal, reafirmar como especies centinela a B. musculus y P.
melanophrys y abre la oportunidad de reconsiderar a L. irroratus como

especie centinela.
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