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RESUMEN

La actividad humana ha impactado negativamente al ambiente desde sus primeras etapas;
tanto el crecimiento poblacional como el aumento en el uso de tecnologia han propiciado la
intensificacion de la degradacion ambiental. En México, el Area Metropolitana de
Monterrey, situada en el estado de Nuevo Ledn, se destaca por ser una de las zonas mas
contaminadas del pais y de Latinoamérica. La alta contaminacion en esta region se debe a
la emision de sustancias tdxicas provenientes de actividades urbanas, industriales, el
aumento del parque vehicular y el desarrollo agricola. Estos problemas ambientales generan
efectos adversos tanto en la salud humana como en la vida silvestre, cuyos alcances aun se
estan estudiando. Para evaluar la calidad del ambiente, se emplean bioindicadores, siendo
una de las técnicas méas utilizadas la prueba de micronucleos en muestras de sangre en
especies indicadoras. En este estudio, se evaluaron las frecuencias de eritrocitos
micronucleados (EMN) y de eritrocitos con deformidades citoplasmaticas en cinco especies
de roedores del género Peromyscus (P. difficilis, P. gratus, P. levipes, P. melanophrys y P.
pectoralis) de tres éareas del centro-sur de Nuevo Leodn: el Area Metropolitana de
Monterrey, Galeana y Aramberri. De las cinco especies estudiadas solo P. melanophrys no
mostr6 EMN. El analisis revel6 un mayor nimero de deformidades citoplasmaticas,
comparado con EMN. En cuanto a las frecuencias de EMN, la variabilidad observada no
fue explicada por la especie; sin embargo, P. pectoralis y P. levipes presentaron frecuencias
mas altas de EMN en comparacion con las otras especies. En términos de deformidades
citoplasmaticas, P. pectoralis mostré frecuencias significativamente mayores en
comparacion con P. levipes. No se encontraron efectos significativos relacionados con el
sexo de los individuos ni con la interaccion entre especie y sexo. Este estudio es
exploratorio y sugiere que los mamiferos pueden presentar indicadores diferentes de dafio
genético. Para futuros estudios, una mayor recoleccion de muestras de las mismas especies
en todos los sitios de estudio permitiria una comparacién mas precisa entre sitios y entre

especies.



ABSTRACT

Human activity has negatively impacted the environment since its early stages, and with
population growth and increased technology use, environmental degradation has
intensified. In Mexico, the Metropolitan Area of Monterrey, located in the state of Nuevo
Ledn, stands out as one of the most polluted areas in the country and Latin America. The
high pollution in this region is due to the emission of toxic substances from urban and
industrial activities, increased vehicular traffic, and agricultural development. These
environmental issues generate adverse effects on both human health and wildlife, the extent
of which is still being studied. To assess environmental quality, bioindicators are used, and
one of the most commonly employed techniques is the micronucleus test on blood samples
from indicator species. In this study, frequencies of micronucleated erythrocytes (MNE)
and erythrocytes with cytoplasmic abnormalities were evaluated in five species of the genus
Peromyscus (P. difficilis, P. gratus, P. levipes, P. melanophrys, and P. pectoralis) from
three areas in central-southern Nuevo Ledn: the Metropolitan Area of Monterrey, Galeana,
and Aramberri. Of the five species studied only P. melanophrys did not show MNE. The
analysis revealed a higher number of cytoplasmic abnormalities compared to MNE.
Regarding MNE frequencies, the observed variability was not significantly explained by
the species; however, P. pectoralis and P. levipes exhibited higher MNE frequencies
compared to the other species. In terms of cytoplasmic abnormalities, P. pectoralis showed
significantly higher frequencies compared to P. levipes. No significant effects related to the
sex of individuals or the interaction between species and sex were found. This study is
exploratory and suggests that mammals may present different indicators of genetic damage.
To obtain more robust conclusions, it would be ideal to have samples of the same species
from all study sites, which would allow for a more precise comparison between sites and

between species.



1. INTRODUCCION

La poblacion humana sigue incrementandose, lo cual lleva a un mayor requerimiento de
alimento, insumos, energia, entre otros, que se obtienen a través de la agricultura, la
mineria, la fundicion y otras actividades industriales, las cuales han resultado en
degradacion ambiental (Carriquiriborde 2021). La actividad agricola, por ejemplo, requiere
de pesticidas. Esto ha provocado efectos adversos en la salud humana y en el medio
ambiente. La constitucion quimica y el mecanismo toxico en las diferentes vias de
absorcion de los pesticidas pueden ser un riesgo para los seres vivos a través de la
inhalacion de vapores, polvos, absorcidn gastrointestinal, por penetracion a través de la piel
y de la mucosa. Los efectos de estos productos quimicos en el ambiente pueden ser

perjudiciales también para la fauna (Badii & Varela 2008).

A nivel global, en el ambiente podemos encontrar contaminantes como los metales pesados,
tanto en el suelo, agua, aire y en el alimento (Parra-Ochoa 2014); la actividad industrial y
mineria liberan metales pesados y otros contaminantes (Orta-Garcia et al. 2016). Los
metales pesados son minerales que se generan por ciclos geolégicos o por la actividad
antropogénica; estos son considerados importantes, ya que la formacién de los radicales
libres producen estrés oxidativo e imposibilita la reparacién de los dafios al ADN (Parra-
Ochoa 2014). Es importante detectar estos agentes dafiinos en el ambiente debido a que la
bioacumulacion esta afectando de forma negativa la estabilidad de los ecosistemas e
impactando en la biodiversidad, por lo que es un peligro creciente para todos los seres
vivos. Esta bioacumulacion implica altas concentraciones de contaminantes en el
organismo a lo largo del tiempo, donde las sustancias tdxicas se van acumulando a través
de los distintos niveles troficos en las cadenas alimenticias. Este proceso se caracteriza por
una absorcion continua de sustancias quimicas que supera la capacidad del organismo para
eliminarlas eficazmente, resultando en niveles crecientes en los tejidos corporales, y estas
concentraciones pueden manifestarse con problemas fisicos y neurol6gicos (Parra-Ochoa
2014; Carriquiriborde 2021). Ademas, estos contaminantes se biomagnifican, por lo que
quedan disponibles en los ecosistemas tréficos, ingresando en la cadena alimenticia, lo que
implica que los diferentes contaminantes permanecen en los organismos, lo cual tiene un

impacto en la red trofica (Carriquiriborde 2021).



Las sustancias quimicas sintéticas, como por ejemplo el dicloro difenil tricloroetano, y sus
metabolitos los bifenilos policlorados, también tienen caracteristicas bioacumulativas,
toxicas y transportables de largo alcance. Estas se distribuyen en el aire, agua, suelo y biota,
al ser puestas en libertad de los puntos de descarga. La exposicion a éstas se produce
principalmente a través de la dieta y de la inhalacion, o por contacto con suelo y agua

contaminados (Orta-Garcia et al. 2016).

Dentro de los dafios de los contaminantes en los organismos, se encuentra la genotoxicidad,
expresada en diferentes efectos como en problemas teratogénicos, mutagénicos y
carcinogénicos; en humanos se han observado en infecciones respiratorias, enfermedades
cardiacas, mayores probabilidades de generar cancer de pulmon, retraso en el crecimiento
intrauterino y embriotoxicidad (Parra-Ochoa 2014). Las afectaciones por los metales
pesados y las sustancias quimicas sintéticas no son exclusivas de ambientes saturados de
ellos, ya que incluso con concentraciones bajas también son tdxicos, y pueden facilitar el

desarrollo de enfermedades en los organismos (Guzman-Velasco et al. 2021).

Por tal motivo, es necesario identificar su presencia en los diferentes ecosistemas. Para ello,
en el presente estudio se empled la deteccion indirecta de los contaminantes ambientales a
través de bioindicadores, estos permiten evaluar la presencia y concentracion de los
contaminantes en el entorno. El uso de bioindicadores, como plantas y animales, sirven
como una estrategia para evaluar la calidad del ambiente con base en la presencia de
metales pesados, que ademas se complementa con la prueba de microndcleos in vivo
(Guzman-Velasco et al. 2021; Villar 2014). La prueba de micronucleos puede realizarse
mediante observaciones a través de un microscopio de fluorescencia, donde se observan las
muestras de sangre periférica para examinar los tipos de células sanguineas y asi evaluar la
maduracion de eritrocitos determinados (Villar 2014). En esta técnica, se analizan los
fragmentos de cromosomas o cromosomas completos, que de forma espontanea o por causa
de agentes genotoxicos, quedan fuera del nicleo durante el proceso de division celular;
estos fragmentos son conocidos como micronucleos (MN) (Cedano-Diaz et al. 2012).
Debido a que los eritrocitos maduros de los mamiferos no tienen ndcleo, se puede detectar
de manera facil los MN (Villar 2014).



En este estudio se utilizd la prueba de MN para determinar si los contaminantes
ambientales han afectado a especies de roedores silvestres en tres areas de Nuevo Leon con

distinto grado de contaminacion, y extrapolar nuestros hallazgos a otras especies.



2. ANTECEDENTES

2.1. Contaminantes méas comunes en el ambiente detectados en Nuevo Ledn

Como resultado de las actividades humanas en ciudades industrializadas, agricolas y
urbanas, se ha observado que existen grandes problemas en el ambiente, causados por
metales pesados y otros contaminantes. Un estudio reciente en el Area Metropolitana de
Monterrey (AMM), México, evalu6 en suelos superficiales al aire libre los niveles de éteres
difenilo polibromados (PBDEs), bifenilos policlorados (BPCs), diclorodifeniltricloroetano
(DDT), diclorodifenildicloroetano (DDE) y metales pesados como arsénico, cadmio y
plomo. Los compuestos antes mencionados, a excepcion del arsénico y el cadmio, son
sustancias quimicas sintéticas que no se presentan de manera natural en el ambiente. Los
niveles totales de PBDEs oscilaron entre 1.80 y 127 pg/kg. Se encontrd que el 100% de las
muestras de suelo tenian niveles detectables del metabolito p,p"-DDE. Los niveles medios
de arsénico, cadmio y plomo en el suelo fueron de 5.30 + 1.35 mg/kg, 2.20 = 1.20 mg/kg y
455 + 204 mg/kg, respectivamente. Estos contaminantes se encuentran tanto de forma
natural como a consecuencia de actividades antropogénicas. Por lo que es importante tener
en cuenta que el suelo es una de las vias principales de exposicidn para cualquier ser vivo,
lo que puede resultar en la biotransferencia de la toxicidad del suelo a los organismos
(Orta-Garcia et al. 2016).

El uso descontrolado de los plaguicidas en el sector agricola ha generado contaminacion en
el estado de Nuevo Ledn, México, lo que constituye un problema econdémico. Elizarragaz-
De La Rosa et al. (2018), determinaron a un nivel multi-residual la presencia de 93
plaguicidas en naranjas frescas para importacién, en el municipio de Montemorelos, Nuevo
Ledn. Los resultados de este estudio fueron que todos los plaguicidas que se encontraron
cumplen con los limites maximos permitidos conforme a los estandares de inocuidad
establecidos por dos de los paises de destino del producto (Estados Unidos y Japén), pero
no para la Union Europea. Al analizar 27 muestras de naranja, se detectd que el 66.67%
tenia presencia de uno o mas plaguicidas. Lo anterior demuestra que aun las zonas alejadas
del AMM, estan siendo afectadas por diferentes tipos de contaminantes, como en este caso

con los plaguicidas.



2.1.1. Importancia de los contaminantes ambientales a través de la dindmica del
ecosistema

Como resultado del aumento poblacional e industrial, la cantidad de metales pesados se ha
incrementado e introducido a los ecosistemas, los cuales han afectado negativamente su
estabilidad y esto ha causado un impacto ambiental. Los iones de metales pesados son
altamente estables, por lo que en concentraciones bajas pueden biomagnificarse en la red
trofica de la cadena alimenticia, aumentando el peligro para la vida silvestre; esta
biomagnificacion implica un aumento en la concentracion de contaminantes a un nivel
tréfico superior (Parra-Ochoa 2014). Si los depredadores que se encuentran en los
ecosistemas se alimentan de los roedores, y éstos a su vez de plantas o invertebrados, los
depredadores se veran afectados por estos metales absorbidos por las plantas, ya que puede

existir una biomagnificacion.

leradi et al. (1996) estudiaron a roedores silvestres (Mus domesticus) en tres sitios de
Roma, Italia, con diferentes grados de perturbacion ambiental para determinar si existe una
correlacion entre el dafio genético y la concentracion de metales pesados. En este estudio,
usaron dos pruebas de mutagenicidad: micronucleos y ensayo de anomalia espermatica. Los
resultados obtenidos mostraron que los contenidos de plomo y cadmio fueron mayores en
los animales colectados en zonas con alto flujo vehicular; también se obtuvo un aumento
significativo de la frecuencia de eritrocitos micronucleados y de espermatozoides
anormales en los ratones de esos sitios. Este estudio hace énfasis en el trafico vehicular y
los dafios que este genera al ambiente y a la fauna silvestre.

En un estudio con peces de un lago de Michoacan, México, Torres-Bugarin et al. (2007)
hallaron la existencia de micronucleos en la sangre de 10 especies, las cuales se proponen
como posibles bioindicadores de agentes genotoxicos. Los autores indican que la presencia
de micronucleos es causada por la contaminacion de la extension de agua continental, lo
cual genera problemas que ponen en riesgo la calidad del agua y que esta destinada para el
servicio de ciudades. Hay sustancias que se esparcen de forma diaria en el agua, lo que
también cambia la calidad de vida de los organismos que habitan aguas continentales. Los
metales de cadmio, cromo, cobre, mercurio, arsénico y selenio producen potencialmente

efectos micronucleogénicos. Asimismo, en dicho lago se han encontrado diferentes



contaminantes en los cuerpos de agua, originados por actividades antropogénicas, como en
la produccion de desechos agropecuarios, empresas de servicios como la hoteleria y
restaurantes, desechos de procesadoras de alimentos y bebidas alcohdlicas, industrias
farmacéuticas, electromecanicas, metalirgicas, petroquimicas y produccion y uso de

plaguicidas.

2.1.2. Mutaciones cromosémicas y patologias causadas por contaminantes ambientales
Gomez-Arroyo et al. (2013) comentan sobre las intoxicaciones y las muertes causadas por
plaguicidas, y que la exposicion a estos implica un riesgo no solamente para el ser humano,
sino también para cualquier ser vivo, y en general, al ambiente. La carencia de equipos de
proteccion de quienes hacen uso de los plaguicidas, el manejo inadecuado, asi como la
ignorancia de su manipulacién, son el resultado del desconocimiento de los trabajadores
agricolas sobre el riesgo que existe del contacto directo e indirecto con dichas sustancias.
En este estudio analizaron biomarcadores empleados en la valoracion de dafio genético
causado por estas sustancias, ademas de realizar una revision de los estudios que se han
hecho en América Latina en poblaciones expuestas a dichas sustancias. Los autores
mencionan que el biomarcador de micronucleos es conocido como uno que anticipa
enfermedades crénicas, y que la presencia de este biomarcador sefiala que una incidencia de

ellos pronostica el riesgo de contraer cancer en seres humanos.

Existe un porcentaje elevado de casos de intoxicacion causada por plaguicidas; estos causan
diferentes enfermedades y una elevada tasa de mortalidad en el mundo, en particular en los
paises en desarrollo. La red de accion de plaguicidas (Pesticide Action Network) dio a
conocer en junio de 2013, diferentes plaguicidas de gran peligro para la salud. En ella se
agregan mas de 400 productos, lo que se fundamentd sobre criterios establecidos acerca de
su alta toxicidad. También se examind considerando su impacto de toxicidad a largo plazo;
es decir, fueron etiquetados como, carcindgenos, probables carcindgenos, o0
sospechosamente carcin0genos, en seres vivos gque son expuestos a ellos (Gomez-Arroyo et
al. 2013).

Da Silva et al. (2000), mencionan que el carbon tiene varios compuestos quimicos que

producen efectos mutagénicos y cancerigenos. Y se mostré por medio de ensayos cometa y

6



de micronucleos que los roedores silvestres Ctenomys torquatus que consumen las reservas
del carbon en Brasil (Rio Grande do Sul), tuvieron lesiones en los cromosomas de sus

células.

2.2. Generalidades sobre los eritrocitos en mamiferos

Los eritrocitos son las células sanguineas mas numerosas de los mamiferos, unas de sus
funciones principales es transferir oxigeno (O2) y didxido de carbono (CO.) entre los tejidos
y los pulmones, por lo que, si los eritrocitos se alteran, ya sea por cambios en su nimero,
forma o funcionalidad, su capacidad para realizar estas funciones de transporte de gases
puede verse afectada. Su morfologia podria variar en los animales con espina dorsal, pero
normalmente en los mamiferos tienen estructura de disco biconcavo, con la zona central
deprimida debido a la ausencia de nucleo. Si los eritrocitos tienen nucleo, se considera

como un dafio en su funcion y forma (Gartner y Lhiatt 1997).

La estructura bicdncava de los eritrocitos facilita una superficie grande con relacién a su
volumen para que se lleve a cabo su empleo fundamental en el resto de los 6rganos del
cuerpo, dichos eritrocitos liberan el Oz por gradiente de concentracion. EI CO; se traslada
por medio de la hemoglobina, y se esparce desde los tejidos a la sangre. Lo hace en forma
de carbaminohemoglobina en su traslado hasta los pulmones, donde la difusién de los gases
se hace por gradiente de concentracion. La oxihemoglobina, la cual es la combinacién de la
hemoglobina con el oxigeno, puede trasladar en una célula millones de moléculas de
oxigeno. Por consiguiente, cuatro grupos hemo se unen a una molécula de oxigeno y hay
280 millones de moléculas de hemoglobina por célula. Si la hemoglobina no contiene
oxigeno se denomina deoxihemoglobina y presenta un color rojo mas oscuro (Gartner y
Lhiatt 1997). En regiones de los tejidos con baja concentracion de oxigeno y alta de CO», se
transfiere oxigeno y se obtiene didxido. Por otro lado, se obtiene oxigeno y se suelta COzen
regiones ricas en oxigeno y pobres en CO>, es decir, en el area de los pulmones. Por lo
tanto, es relevante describir la funcién de los eritrocitos, ya que hay anormalidades en este
proceso que pueden estar ligadas con una patologia, y esto engloba un gran numero de
enfermedades. Por lo tanto, si la oxihemoglobina se ve alterada, de igual forma se veria

alterado el oxigeno, lo cual puede afectar al eritrocito, provocando problemas de nucleos en



este. Dicho caso, no deberia presentarse en los mamiferos ya que, como ya se menciono

anteriormente, en ellos los eritrocitos no tienen nucleo.

2.2.1. Bioindicadores de micronucleos

En los estudios del ambiente de diferentes paises se ha hecho el uso de pruebas de
genotoxicidad con el objetivo de evaluar la exposicion a contaminantes. Una gran cantidad
de estas pruebas se hacen en especies centinelas de mamiferos, utilizando la prueba de
micronucleos (MN) in vivo en células sanguineas como uno de los ensayos mas empleados.
La funcion de la prueba es detectar dafios genotoxicos ocasionados por exposiciones
cronicas a contaminantes durante la division celular o mitosis, donde el material genético se
replica y se divide en partes iguales, creando a dos células hijas exactas. Sin embargo, si
hay fallas en la replicacion del ADN por agentes genotoxicos, se generan disminuciones
cromosomicas Y la reparticion del material genético no es correcta. Por lo tanto, el material
genético separado puede derivar de cromosomas completos, o0 mas frecuentemente de la
inexactitud de fragmentos de cromosomas sin centromeros, siendo excluidos de las nuevas
celulas mitdticas durante el proceso del anafase (Villar 2014). La prueba de MN es
utilizada con el objetivo de identificar el efecto de agentes que mutan sobre los
cromosomas mediante la identificacion de fragmentos sin centromero y/o cromosomas que
quedan fuera del nucleo, formando dichas estructuras (Fig. 1). Esta prueba concede detectar
tanto agentes clastogénicos (que rompen cromosomas) como aneuploidogénicos (que
afectan el uso mitético; Torres-Bugarin et al. 2007); los plaguicidas causan este efecto en
los cromosomas, al igual que los metales pesados y otros contaminantes (leradi et al. 1996;
Ceyca et al. 2014; Badii y Varela 2015).



Mitosis .

Anafase Mitotica

Fig. 1. Formacion de microntcleos (MN) por errores durante el proceso de division celular (anafase).

2.2.2. Tipos de anemia mas comunes en mamiferos y posibles causas

Los reticulocitos o eritrocitos policromaticos son glébulos rojos jévenes que se liberan en el
flujo sanguineo en una etapa temprana, lo que los hace mas grandes y mas basofilicos (Fig.
2).

o

Fig. 2. Eritrocitos policromaticos de roedor (Mus musculus).



El nivel de policromasia es util para identificar la causa de la anemia. Por ejemplo, un
aumento en los reticulocitos ocurre con la pérdida de sangre o la destruccion de glébulos
rojos, mientras que una disminucién o ausencia de policromasia puede observarse en
anemias causadas por hipoplasia eritroide o anemia aplasica. La hipoplasia en mamiferos se
detecta cuando el tinte revela un globulo rojo més claro con un area mas grande de palidez
central. Los glébulos rojos hipocrémicos indican una deficiencia de hierro, que en adultos
puede deberse a pérdidas cronicas de sangre por hemoparasitos, Ulceras gastricas,
enfermedades inflamatorias, especialmente intestinales, o neoplasias. En animales muy
jovenes, la deficiencia de hierro suele deberse a una dieta deficiente en este mineral
(Campbell 2014).

La poiquilocitosis se refiere al aumento del ndmero de glébulos rojos con formas
anormales. Las alteraciones en la forma de los glébulos rojos de mamiferos pueden incluir
células espiculadas y esferocitos. Los fragmentos de globulos rojos, cominmente llamados
esquistocitos, son células espiculadas causadas por trauma intravascular, problemas de
coagulacién o hemangiosarcoma, asi como dafio oxidativo con anemia por deficiencia de
hierro. Los queratocitos son globulos rojos deficientes en hierro con dos 0 més espiculas
que se forman durante el dafio oxidativo. Los esquinocitos se pueden observar en
condiciones patologicas como enfermedades renales, linfoma y envenenamiento por vibora
de cascabel (Campbell 2014).

Los glébulos rojos con nucleo son células inmaduras que ocasionalmente se encuentran en
la sangre y se liberan de la médula Gsea en etapas tempranas de maduracion, normalmente
como parte de la regeneracion en respuesta a la anemia o hipoxia. La liberacién de estos
glébulos rojos con ndcleo en el torrente sanguineo puede observarse en casos de

envenenamiento con plomo o condiciones mielodisplésicas (Campbell 2014).

Los cuerpos de Howell-Jolly son inclusiones redondas de diversos tamafios con una
tonalidad oscura en el citoplasma de los globulos rojos. Estas inclusiones son vestigios
nucleares que pueden surgir como parte de la respuesta regenerativa o indicar una

disminucion en la funcién del bazo (Campbell 2014).
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2.3. Especies bioindicadoras

Una especie indicadora o bioindicadora se refiere a aquella que brinda informacion sobre la
calidad del ambiente mediante el analisis de la exposicion a contaminantes en los habitats
de la especie estudiada (Parra-Ochoa 2014). Los roedores del género Peromyscus han sido
estudiados para este fin; Rojas y Barboza (2007), mencionan que esto es debido a su amplia
distribucion y que se pueden encontrar en distintas altitudes, desde 600 a 3000 msnm, en
especial en sitios con caracteristicas especificas para las especies. Las caracteristicas que
debe cumplir un bioindicador son: tener un periodo de vida corto, que tenga contacto con
contaminantes mediante inhalacion e ingestion en suelos contaminados, tener una amplia
area de distribucidn geogréfica, y que se encuentren tanto en sitios contaminados como no

contaminados (Tovar-Sanchez et al. 2012).

2.3.1. Generalidades sobre el género Peromyscus

Los roedores del género Peromyscus pertenecen a la familia Cricetidae, el cual esta
ampliamente distribuido por Norteamérica (Pardifias et al. 2017), por lo que varias de sus
especies pudieran ser consideradas como centinelas para pruebas de genotoxicidad.

En el centro-sur del estado de Nuevo Leodn se distribuyen 10 especies de Peromyscus: P.
difficilis, P. eremicus, P. gratus, P. leucopus, P. levipes, P. maniculatus, P. melanophrys,
P. melanotis, P. nasutus y P. pectoralis. De manera general, son ratones de tamafio
mediano a moderadamente grandes, su cuerpo puede ser largo y con un pelaje dorsal de
coloracion que varia con la altitud, humedad y la estacion del afio, pudiendo ir desde ocre a
grisaceos, pasando por tonos rojizos y amarillentos; ventralmente son de color més claro y
blanguecino (Fig. 3). Pueden tener una cola al menos un tercio de su longitud total, tener
escamas en esta y quedar ocultas por pelos, suelen tener una coloracion generalmente
bicolor, con la parte inferior generalmente blanca y oscura dorsalmente (Hall 1981). Suelen
ser de amplia distribucion ecoldgica y se encuentra en distintos tipos de vegetacion como
bosques de coniferas, bosques humedos de montafia, bosques semideciduos, bosques

secundarios, matorrales, selvas y vegetacion riparia (Ceballos y Oliva 2005).
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Fig. 3. Espécimen representante del género Peromyscus. Individuo de la especie P. pectoralis, colectado en el

Parque Ecoldgico Chipinque, dentro del Area Metropolitana de Monterrey.
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3. JUSTIFICACION
En el estado de Nuevo Leon, México, el Area Metropolitana de Monterrey (AMM), es
reconocida como la mas contaminada del pais, y de las mas contaminadas de
Latinoamérica. La causa es por la emision de sustancias toxicas como consecuencia de las
actividades urbanas, la actividad industrial, el incremento del parque vehicular y del
desarrollo agricola, particularmente en los municipios al sur del AMM (Orta-Garcia et al.
2016), ocasionando problemas serios de contaminacion, cuyos efectos sobre la salud

humana y de la vida silvestre ain se desconocen.

En este estudio se trabajo con roedores silvestres del género Peromyscus como modelo para
evaluar la exposicion de estos pequefios mamiferos a contaminantes ambientales,
empleando ensayos de micronucleos en muestras de sangre de individuos provenientes de
sitios con diferentes grados de perturbacion ambiental en la regién centro-sur de Nuevo
Ledn. Los resultados de este estudio podran relacionarse con la afectacion de otras especies
silvestres prioritarias para la conservacion, como lo son los carnivoros, asi como la
poblacién humana. Esto se enlaza con la biomagnificacion de la red tréfica de los seres
vivos antes mencionados. Por lo tanto, la importancia de detectar esta problematica en los
roedores silvestres radica en las posibilidades de que su consumo genere toxicidad a partir
de la bioacumulacion en los mamiferos carnivoros como depredadores tope, ademas de

aves de presa y serpientes.
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4.- HIPOTESIS
Los roedores silvestres del género Peromyscus del centro-sur de Nuevo Ledn, seran
especies bioindicadoras adecuadas para evaluar dafio genético por contaminantes
ambientales, esperando encontrar una diferencia en el dafio genético relacionado con los
niveles de contaminacion de las areas en donde habitan estos mamiferos. Por lo que los
roedores del Area Metropolitana de Monterrey presentaran mayor dafio genético, calculado
como frecuencia de micronucleos en eritrocitos, mientras que los individuos del municipio
de Galeana tendran un nivel intermedio por ser un area agricola, y los del municipio de

Aramberri un nivel inferior.

14



5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo general

Evaluar las variaciones interespecificas y geogréaficas del dafio genético observado en las
frecuencias de microntlcleos y deformidades citoplasmaticas en eritrocitos de sangre
periférica de especies de roedores del género Peromyscus en tres areas bajo distinto uso de

suelo en el centro-sur de Nuevo Ledn.
5.2. Objetivos especificos

1) Determinar las frecuencias de micronlcleos y deformidades citoplasmaticas en
eritrocitos de sangre periférica de especies de roedores silvestres del género
Peromyscus procedentes del Area Metropolitana de Monterrey, y de los municipios de
Galeana y Aramberri, Nuevo Ledn.

2) Comparar las variaciones de las frecuencias de micronucleos y deformidades
citoplasmaticas en eritrocitos entre las especies estudiadas para identificar a la mas
susceptible y con mayor potencial como bioindicador de perturbacion ambiental.

3) Describir el patron geografico de las frecuencias de eritrocitos micronucleados y
deformidades citoplasmaticas en los eritrocitos de los roedores capturados en tres zonas

bajo distinto uso de suelo en el centro-sur de Nuevo Leon.
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6. MATERIAL Y METODOS
6.1. Area de estudio

Para caracterizar las frecuencias de eritrocitos micronucleados y deformidades
citoplasmaticas en roedores nativos del género Peromyscus, se establecieron tres
localidades en areas bajo distinto uso de suelo en el centro-sur de Nuevo Leon (Fig. 4). La
primera localidad se ubico en el AMM, considerada el area mas contaminada de México
(Orta-Garcia et al. 2016). Esta zona presenta un alto grado de perturbacion ambiental
debido a la actividad industrial y urbanizacion. El punto de muestreo se ubico en el extremo
sur del AMM, en el municipio de San Pedro Garza Garcia, especificamente dentro de las
instalaciones del Parque Ecoldgico Chipinque. El segundo sitio correspondio a un area rural
en el municipio de Galeana, donde la actividad preponderante es la agricultura, lo que
podria estar asociado con el uso de fertilizantes y plaguicidas. La tercera localidad también
se ubico en un area rural en el municipio de Aramberri, donde existen pequefios poblados y
se encuentra alejada de fuentes de contaminacién detectables (agricultura o industria); esta

localidad se considerd como una zona con menor perturbacion.

6.1.1. Area Metropolitana de Monterrey (AMM)

El AMM es la tercera area metropolitana mas grande de México, compuesta por los
municipios de Apodaca, Ciudad Benito Juarez, Garcia, General Escobedo, Guadalupe,
Santa Catarina, San Nicolas de los Garza, San Pedro Garza Garcia, Santiago, Cadereyta

Jiménez y Salinas Victoria.

En cuanto a la hidrografia, el AMM presenta pocas corrientes de agua permanentes, siendo
el Rio Santa Catarina la mas relevante. Este rio se origina en la Sierra Madre, se nutre de
las lluvias en La Huasteca y atraviesa la ciudad de oeste a este. Ademas, hay algunos
arroyos cuyos cauces permanecen secos la mayor parte del tiempo, mostrando corriente
solo durante la temporada de lluvias, y la cantidad de agua en estos arroyos depende de la
intensidad de las precipitaciones (INAFED 2017).
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Fig. 4. Sitios de muestreo en el Centro-Sur de Nuevo Lebn para la colecta de roedores del género Peromyscus.

El clima en el AMM es cambiante, variando segun la zona geogréafica. Desde la cabecera
municipal en Monterrey hasta la falda de la sierra, hay una diferencia de 5°C, y en la cima
de la Sierra Madre, la diferencia puede llegar hasta 8°C. La temperatura media anual es de
20°C y la temperatura maxima promedio es de 32°C y se presenta en los meses de mayo a
agosto, la temperatura minima promedio es de 5°C y se presenta en el mes de enero. La

precipitacion total anual oscila entre 400 y 600 mm (INEGI 2017).

ElI AMM cuenta con algunas areas naturales protegidas y parques, incluyendo el Parque
Nacional Cumbres de Monterrey, La Huasteca, Rio La Silla y el Parque Ecolégico
Chipinque, en este dltimo fue donde se realizaron los muestreos de roedores,
particularmente en un area de matorral xerofilo y otra de bosque templado. Este parque se
ubica al sur del municipio de San Pedro Garza Garcia, en las coordenadas 25°40' de latitud
norte y 100°24' longitud oeste. EI Municipio de San Pedro Garza Garcia, se localiza junto a

la capital del estado de Nuevo Ledn (Monterrey), en las coordenadas 25°40' de latitud norte
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y 100°24' longitud oeste. Limita al norte y al este con la ciudad de Monterrey, y al sur y
oeste con el municipio de Santa Catarina.

6.1.2. Municipio de Galeana

Galeana se localiza al sur del estado, representando el municipio mas grande del estado de
Nuevo Leon, con las coordenadas geogréficas 24°81' de latitud y 100°11' de longitud.
Colinda al norte con el municipio de Rayones y el estado de Coahuila, al sur con los
municipios de Aramberri y Doctor Arroyo, al este con los municipios de Rayones, Linares
e lturbide, y al oeste los estados de Coahuila y San Luis Potosi (INAFED 2017).

Las actividades agropecuarias predominantes incluyen el cultivo de maiz, trigo, tomate,
papa y manzana, entre otros productos. La agricultura de riego es preponderante debido a
las escasas e impredecibles precipitaciones en la mayor parte del territorio. La actividad
ganadera es limitada, principalmente debido a la falta de pastos de calidad. En términos
industriales, la actividad es practicamente inexistente. La extraccion y procesamiento de la
"lechuguilla”, una planta cactacea caracteristica del altiplano mexicano que proporciona
fibra, constituye una modesta fuente de ingresos para algunos habitantes locales (INAFED
2017). En cuanto a su hidrografia, los rios importantes son el rio Pablillo, Potosi, la Laguna
de los Labradores y las presas El Vikingo y EI Carmen. En el municipio predomina el clima
seco estepario frio y el templado con lluvias en verano, su temperatura media anual es de
19°C y su precipitacion media es de 393 mm. Los vientos dominantes son del norte
(INAFED 2017).

Su flora se compone de pino, encino, oyamel, cedro, mezquite, palma, lechuguilla, maguey,
nopal, carrizo y nogal. En cuanto a su fauna, se han registrado liebres, leoncillo, armadillo,
venado, coyote, 0s0, zorro, aguila, cenzontle, gorrion, perro de la pradera, entre otros

(INAFED 2017). La colecta se realiz6 en area de matorral xerdfilo.

6.1.3. Municipio de Aramberri
Se ubica en la parte sur del estado de Nuevo Leon, bajo las coordenadas 24°02" de latitud y

99°86" de longitud oeste, limita al norte con los municipios de Galeana e lturbide, al sur
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con los municipios de Doctor Arroyo y Zaragoza, al este con Tamaulipas y al oeste con los
municipios de Galeana y Doctor Arroyo. Su clima es templado en la cabecera y partes
aledafias oscilando la temperatura entre 20°C y 30°C y entre 12°C y 20°C en la sierra y la
altiplanicie (INAFED 2017).

En cuanto a su hidrologia, sobresale el Rio Blanco que nace en el municipio de Zaragoza,
entrando a Aramberri por la parte sureste y atraviesa todo el municipio; al norte se
encuentran los rios Vacas y Virgenes, ademas de diversos arroyos de agua permanente cuyo
nacimiento se da en las sierras del municipio y corren hacia Tamaulipas. En la porcion de la
altiplanicie, en Las Vegas, hay pozos profundos y esteros que abastecen de agua a las
poblaciones (INAFED 2017).

La flora es variada, prevaleciendo en la sierra los pinos, encinos, oyameles, laureles y otros.
En la fauna se encuentra el 0so negro, coyote, zorra, venado cola blanca, liebre, conejo y
diversas especies de aves (INAFED 2017). La colecta se realizd en area de matorral

xerofilo y lomerio con coniferas.

6.2. Muestreo

6.2.1. Captura de roedores

Se visitaron los tres sitios seleccionados del centro-sur de Nuevo Leon (AMM, Galeana y
Aramberri) para realizar capturas de roedores del género Peromyscus durante los meses de
junio a noviembre del 2022. La captura de roedores se realizé con trampas tipo Sherman,
dispuestas a lo largo de transectos lineales, priorizando las zonas de matorral xerdéfilo para
intentar capturar a las mismas especies en los tres sitios. Se colocaron 72 trampas por
noche, el numero de noches y transectos colocados por sitio fue variable. Las trampas se
colocaron con una separacién de aproximadamente 10 m entre cada trampa; se utilizd un
sebo de hojuelas de avena mezcladas con crema de cacahuate y esencia de vainilla. Para la
dispersion de las trampas, se consideraron los microhabitats dentro del matorral xerofilo,
con la finalidad de incrementar la posibilidad de capturar a todas las especies de roedores
presentes en la localidad. Los individuos capturados se identificaron a nivel de especie

utilizando claves taxonoémicas y libros especializados (Alvarez-Castafieda et al. 2015);
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adicionalmente se tomaron datos de sexo, condicidon reproductiva, edad del ejemplar,
medidas somaticas y peso.

La mayoria de los ratones capturados se liberaron en las inmediaciones del sitio de
muestreo, con excepcion de dos individuos de cada especie y de cada localidad, que fueron
sacrificados para ingresarlos a la Coleccion de Mamiferos de la Facultad de Ciencias
Biologicas, UANL. Las colectas fueron realizadas bajo las licencias de colecta cientifica
autorizadas por la SEMARNAT (SGPA/DGVS/04640/22, SPARN/DGVS/04864/22) y
siguiendo las recomendaciones y procedimientos establecidos para el uso y manejo de
mamiferos silvestres de la Asociacion Americana de Mastozodlogos (Sikes et al. 2016).

6.2.2. Ensayo de eritrocitos micronucleados

Se colectd una muestra de sangre (~0.5 mL) de la punta de la cola de cada roedor, mediante
la realizacion de una incisién con un bisturi esterilizado. La muestra de sangre se utilizé
para realizar tres frotis sanguineos en portaobjetos limpios, por cada individuo capturado.
Los frotis se dejaron secar al aire y se fijaron con metanol absoluto durante 5 minutos
(Meier et al. 1999). Cada portaobjetos se etiqueto individualmente para llevar un control de

muestras.

Los frotis se tifieron en el laboratorio utilizando el colorante naranja de acridina (0.02
mg/mL), que es especifico para acidos nucleicos (Gomez-Meda et al., 2006). Esta técnica
de tincion facilita la identificacion de los MN en los eritrocitos al observar las células bajo
microscopia optica de fluorescencia a 1000x. Los frotis tefiidos se observaron utilizando un
microscopio de fluorescencia (Carl Zeiss Primo Star iLED, LED-base fluorescence). En
cada frotis se determinaron las frecuencias de eritrocitos micronucleados (EMN) y de

deformidades citoplasmaticas en 2,000 eritrocitos totales (leradi et al. 1996; Figs. 5y 6).
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Fig. 5. Ejemplo de campo utilizado para el conteo de células sanguineas, se registraron tanto los eritrocitos
que tenian MN como aquellos con deformidades. Los circulos rojos sefialan eritrocitos con MN, los circulos

amarillos muestran algln tipo de material genético.
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Fig. 6. Eritrocitos deformes que se obtuvieron por campo, el circulo rojo encierra a eritrocitos con

deformidades.

6.3. Analisis de datos

Las frecuencias de EMN y deformidades citoplasmaticas en eritrocitos son variables
discretas, debido a que fueron obtenidas mediante conteos celulares. Para este tipo de datos,
las probabilidades de distribucion de Poisson son las mas adecuadas para los analisis
estadisticos (Cameron y Trivedi, 2013; Sandoval-Herrera et al., 2021); sin embargo,
ninguna de las dos variables dependientes se ajust6 a una distribucion de Poisson (EMN: x?
=1068.7, p < 0.001; deformidades citoplasmaticas: x> = oo, p < 0.001). Cuando esto sucede,
Ceppi et al. (2011) sugieren a la distribucién binomial negativa como alternativa, debido a
que toma en cuenta la sobre-dispersion de los datos cuando la media y la varianza no tienen
el mismo valor. Siguiendo esta alternativa, se consider¢ a la distribucion binomial negativa
como el modelo méas adecuado para los datos de EMN (x? = 2.1, p = 0.72) y eritrocitos con
deformidades citoplasmaticas (x> = 6.9, p = 0.23). Posteriormente, para comparar las
frecuencias de EMN y de deformidades citoplasmaticas en los eritrocitos de las cinco

especies de roedores del género Peromyscus consideradas en este estudio, se aplicaron dos
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modelos lineales generalizados (GLM) con la distribucion binomial negativa, seguidos de
comparaciones a posteriori mediante la correccion de Bonferroni (Sandoval-Herrera et al.,
2021).

Adicionalmente, se utilizaron las frecuencias de EMN y deformidades citoplasméticas en
eritrocitos de las dos especies de Peromyscus mejor representadas en el AMM (P.
pectoralis y P. levipes), para realizar una comparacion interespecifica e intersexual. Las
series de datos también se ajustaron a la distribucion binomial negativa (EMN: x> = 3.7, p =
0.46; deformidades citoplasmaticas: x*> = 6.9, p = 0.23), por lo que se aplicaron dos GLM
con binomial negativa para analizar el efecto de la especie, el sexo y la interaccion especie
vs sexo sobre las frecuencias de EMN y de deformidades citoplasmaticas en los eritrocitos.
Los analisis estadisticos se realizaron con R Studio (Ver. 06.0+421; R Development Core
Team 2023), considerando un a = 0.05, en todos los casos. Se reportan las medianas +

desviacion del cuartil.
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7. RESULTADOS

7.1. Representacion de especies en el area de estudio

Se colecto un total de 55 ratones de cinco especies distintas del género Peromyscus (P.
difficilis, P. gratus, P. levipes, P. melanophrys y P. pectoralis); sin embargo, ninguna
especie estuvo presente en los tres sitios de muestreo y tnicamente P. difficilis ocurrio tanto
en Galeana como Aramberri (Anexo 1). El esfuerzo de muestreo fue de 840 trampas/noche,
pero el tamafio de muestra de cada especie, en cada sitio de estudio, fue bajo. Con respecto
a las categorias de edades, los juveniles y subadultos estuvieron poco representados, por lo
que se analizaron en conjunto con los adultos para evitar reducir los tamafios de muestra.
Solo para el AMM se lograron obtener cifras superiores a 15 individuos para dos especies
(24 para P. levipes y 17 para P. pectoralis), por lo cual la comparacion entre sexos de la
frecuencia de EMN vy eritrocitos con deformidades citoplasmaticas sélo se pudo realizar
para este sitio. En el Anexo 2 se presentan los datos detallados de las frecuencias de EMN y

las deformidades citoplasmaticas observadas en las diferentes especies de Peromyscus.

7.2 Variaciones interespecificas

7.2.1. Frecuencias de EMN

De las cinco especies estudiadas, solo P. melanophrys proveniente de Aramberri no mostrd
EMN. Al incluir unicamente la variable especie, los resultados del GLM mostraron que la
variabilidad de las frecuencias de EMN no fue explicada por las especies de roedores
muestreadas del género Peromyscus en el presente estudio (p > 0.05, en todas las
comparaciones; Tabla 1). Aunque los valores fueron mas altos en P. pectoralis (5.0 £ 1.5) y
P. levipes (4.0 £ 1.1), con respecto a P. gratus, P. difficilis y P. melanophrys, las

variaciones no fueron estadisticamente significativas (Fig. 7).

Al considerar sélo a las dos especies mejor representadas en el AMM en un GLM, dirigido
por la especie y el sexo de los individuos, ninguna de las variables explicativas
individuales, ni la interaccion, resulté significativa (p > 0.05, en todos los casos; Tabla 2);
por lo tanto, las frecuencias de EMN no fueron estadisticamente diferentes entre P.
pectoralis (5.0 = 8.0) y P. levipes (4.0 £ 9.5; Fig. 8) y entre hembras (6.0 £ 9.0) y machos
(5.0 £ 6.0; Fig. 9) de estas dos especies.
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Tabla 1. Coeficientes del modelo lineal generalizado (GLM) de las frecuencias de
eritrocitos micronucleados (EMN) en ratones de cinco especies del género Peromyscus del

estado de Nuevo LeoOn. Las variables explicativas significativas estan indicadas con

asteriscos.

GLM: frecuencias de EMN ~ Especie  Estimacion  Error estandar  Valor Z p
(Intercepto) 1.145 0.387 2.96 0.003**
Especie P. gratus -1.551 0.945 -1.64 0.101
Especie P. levipes 0.694 0.432 1.61 0.108
Especie P. melanophrys -19.448 2858.766 -0.01 0.995
Especie P. pectoralis 0.874 0.448 1.95 0.051

Familia: binomial negativa
Devianza nula: 86.088 en 54 g. I.
Devianza residual: 57.452 en 50 g. I.
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Fig. 7. Frecuencias de eritrocitos micronucleados en las cinco especies de ratones del género Peromyscus
capturadas en el estado de Nuevo Leon. Se muestra la mediana (linea en el interior de cada caja) y el rango
intercuartilico (lineas verticales punteadas). Pd = P. difficilis; Pg = P. gratus; Pl = P. levipes; Pm =

melanophrys; Pp = P. pectoralis.
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Tabla 2. Coeficientes del modelo lineal generalizado (GLM) de las frecuencias de EMN en
P. pectoralis y P. levipes, procedentes del Area Metropolitana de Monterrey, Nuevo Ledn,
en funcion del sexo de los individuos. Las variables explicativas significativas estan

indicadas con asteriscos. GLM: frecuencias EMN ~ Especie + Sexo + Especie * Sexo.

Estimacion E,rror Valor Z p
estandar
(Intercepto) 1.877 0.223 8.43 <0.001***
Especie P. pectoralis 0.468 0.384 1.22 0.224
Sexo Macho -0.104 0.366 -0.28 0.777
Especie P. pectoralis: Sexo Macho -0.536 0.556 -0.96 0.335
Familia: binomial negativa
Devianza nula: 48.940 en 40 g. .
Devianza residual: 46.048 en 37 g. I.
= I ——

EMN
10
LI

o
o —_

I I

Peromyscus levipes Peromyscus pectoralis

Especie

Fig. 8. Boxplot de frecuencia de EMN de las especies P. levipes y P. pectoralis del AMM donde se observa
gue no hay diferencias significativas entre ellas (p = 0.846). Se muestra la mediana (linea en el interior de
cada caja) y el rango intercuartilico (lineas verticales punteadas).
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Fig. 9. Boxplot de frecuencia de EMN para hembras y machos colectados en de AMM no mostrando

diferencias entre ellos (p = 0.204). Se muestra la mediana (linea en el interior de cada caja) y el rango

intercuartilico (lineas verticales punteadas).
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7.2.2. Eritrocitos deformes

Con respecto a las frecuencias de eritrocitos con deformidades citoplasmaticas, los
resultados del GLM mostraron que la variable especie fue un predictor de las frecuencias
observadas, resultando en un contraste significativo entre las frecuencias de P. pectoralis y
P. difficilis (error estdndar = 0.428, Z = 3.24, p < 0.001; Tabla 3). Adicionalmente, con la
correccion de Bonferroni se comprobaron las diferencias estadisticas entre las frecuencias
de eritrocitos deformes de estas dos especies (P. pectoralis y P. difficilis; p = 0.010) y entre
P. pectoralis y P. levipes (p = 0.032). De esta manera, los valores de este biomarcador
fueron més altos en P. pectoralis (228.0 £ 275.0), seguidos por aquellos en P. levipes (56.5
+ 147), P. gratus (61.0 = 164.0), P. difficilis (53.0 £ 36.0) y P. melanophrys (51.5 + 141.5;
Fig. 10).

Al considerar en un GLM sélo a las dos especies mejor representadas en el AMM, dirigido
por la especie y el sexo de los individuos, la variable especie también fue un predictor de
las frecuencias de eritrocitos con deformidades citoplasmaticas, resultando en frecuencias
significativamente més altas en P. pectoralis (228.0 £ 275.0) con respecto a P. levipes (56.5
+ 147.0; error estandar = 0.429, Z = 2.13, p = 0.033; Tabla 4; Fig. 11). Sin embargo, ni el
sexo de los individuos (error estandar = 0.429, Z = 2.13, p = 0.033; Tabla 4; Fig. 12), ni la
interaccion especie x sexo (error estandar = 0.608, Z = 0.13, p = 0.897; Tabla 4) tuvieron
efectos significativos en el modelo aplicado (error estdndar = 0.608, Z = 0.13, p = 0.897;
Tabla 4; Fig. 11).
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Tabla 3. Coeficientes del modelo lineal generalizado (GLM) de las frecuencias de
eritrocitos con deformidades citoplasmaticas en ratones de cinco especies del genero
Peromyscus del estado de Nuevo LeoOn. Las variables explicativas significativas estan

indicadas con asteriscos.

GLM: Error

: o . Estimacion . Valor Z p
frecuencias eritrocitos deformes ~ especie estandar
(Intercepto) 4.087 0361  11.32 <0.001***
Especie P. gratus 0.494 0.658 0.75 0.452
Especie P. levipes 0.474 0.410 1.16 0.248
Especie P. melanophrys 0.387 0.598 0.65 0.517
Especie P. pectoralis 1.385 0.428 3.24 0.001 **
Familia: binomial negativa
Devianza nula: 78.582 en 54 g. I.
Devianza residual: 63.348 en 50 g. I.
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Fig. 10. Frecuencias de eritrocitos con deformidades citoplasmaticas en las cinco especies de ratones del
género Peromyscus capturadas en el estado de Nuevo Ledn. Se muestra la mediana (linea en el interior de
cada caja) y el rango intercuartilico (lineas verticales punteadas). Letras minudsculas similares sobre las cajas
indican grupos homogéneos (p > 0.05). Pd = P. difficilis; Pg = P. gratus; Pl = P. levipes; Pm = melanophrys;

Pp = P. pectoralis.
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Tabla 4. Coeficientes del modelo lineal generalizado (GLM) de las frecuencias de
eritrocitos con deformidades citoplasmaticas en P. pectoralis y P. levipes procedentes del
Area Metropolitana de Monterrey, Nuevo Ledn, en funcion del sexo de los individuos. Las
variables explicativas significativas estan indicadas con asteriscos.GLM: frecuencias

eritrocitos deformes ~ Especie + Sexo + Especie * Sexo.

Estimacion Error estandar  Valor Z p
(Intercepto) 4.634 0.242 19.12 < 0.001 ***
Especie P. pectoralis 0.912 0.429 2.13 0.033*
Sexo Macho -0.207 0.396 -0.52 0.601
Especie P. pectoralis: Sexo Macho 0.079 0.608 0.13 0.897
Familia: binomial negativa
Devianza nula: 56.286 en 40 g. I.
Devianza residual: 46.365 en 37 g. I.
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Fig. 11. Boxplot de frecuencia de eritrocitos deformes para las especies P. levipes y P. pectoralis del AMM

mostrando diferencias significativas entre ellas (p = 00.0005). Se muestra la mediana (linea en el interior de

cada caja) y el rango intercuartilico (lineas verticales punteadas).
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Fig. 12. Boxplot de frecuencia de eritrocitos deformes para hembras y machos colectados en AMM no

mostrando diferencias entre ellos (p = 0.5428). Se muestra la mediana (linea en el interior de cada caja) y el

rango intercuartilico (lineas verticales punteadas).
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8. DISCUSION

A pesar de haber realizado los muestreos en el mismo tipo de vegetacion (matorral xeréfilo)
en los tres sitios que comprenden el area de estudio, no se pudieron colectar las mismas
especies de roedores en ellas. Adicionalmente, se tuvieron complicaciones de acceso a
algunas areas, ya sea por lo dificil del terreno o a la inseguridad donde quedaban en riesgo
las trampas de ser robadas; solo para el AMM, dentro de las instalaciones del Parque
Ecoldgico Chipinque, se contd con mayores facilidades y seguridad. Sin embargo, queda
evidente que se requiere de un esfuerzo de colecta mucho mayor para alcanzar el objetivo

de contar con al menos una misma especie para los tres sitios evaluados.

Las frecuencias de EMN presentaron variacién entre las especies de Peromyscus evaluadas
en el area de estudio; sin embargo, no la suficiente para ser estadisticamente significativas.
Al comparar los valores obtenidos con otros estudios, se observa que las frecuencias de
EMN en otras especies de roedores expuestos a contaminantes ambientales también
presentan variaciones similares (Da Silva et al., 2000; Meier et al., 1999). Esto sugiere que
las frecuencias de EMN pueden ser influenciadas por factores ambientales, tales como la
calidad del suelo, disponibilidad del agua, el nivel de nutrientes en el suelo, pero también
pueden ser especificas de cada especie (Parra-Ochoa 2014). Adicionalmente, la variacion

observada pudo verse influida por el tamafio de muestra para cada especie.

En cuanto a las especies P. pectoralis y P. levipes, que fueron las especies con las
frecuencias mas altas de MN, la diferencia en los microhabitats también pueden influir en
estos valores. Es posible que los individuos de estas especies estén recolectando
desperdicios del ser humano, como plasticos, para formar sus madrigueras (Ceballos y
Oliva 2005). Ademas, la calidad del bazo, encargado de la eliminacion de estos
contaminantes, es fundamental para entender la salud celular (Villar 2014). La diferencia en
la altitud también puede jugar un papel importante. Como indicaron Gough & Kilgore
(1964) que las adaptaciones y respuestas dentro del género Peromyscus pueden variar

significativamente con cambios ambientales.

El proceso de eliminacion de eritrocitos anormales es llevado a cabo por los macrofagos
esplenicos, que identifican y fagocitan los eritrocitos anormales. Este mecanismo es

esencial para la homeostasis hematoldgica, asegurando que solo circulen glébulos rojos
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sanos (Gartner y Lhiatt 1997). Villar (2014) sefiala que la eficiencia del bazo en esta tarea
puede influir en los resultados de la prueba de MN, utilizada para evaluar el dafio
genotoxico en mamiferos. En consecuencia, es fundamental considerar la capacidad del
bazo para eliminar eritrocitos micronucleados al analizar los resultados de la prueba de
micronucleos y evaluar la exposicion cronica a agentes genotoxicos. Hasta ahora no se ha
estudiado la funcionalidad del bazo para estas dos especies, pero pudiera ser que este
organo este relacionado con la eliminacion de los EMN en P. levipes o la adaptabilidad de
esta especie a su entorno, como seleccionado alimentos de mejor calidad o sobreponiéndose
a problemas que comprometan el sistema inmunoldgico o evitando factores que le generen
estrés a los individuos (Parra-Ochoa, 2014). La ausencia de micronucleos en P.
melanophrys podria ser atribuible a factores genéticos que le confiere una mayor resistencia
a ciertos agentes genotoxicos presentes en su entorno, asi como a la funcién del bazo en la
respuesta a estos agentes. Ademas, la diferencia en la anatomia y fisiologia del bazo en
roedores podria ser relevante, ya que en mamiferos esta variacion puede influir en la

respuesta a agentes genotoxicos (Villar 2014; Meier et al., 1999; Pardifias et al., 2017).

Este resultado indica que las especies de Peromyscus tienen diferentes niveles de
sensibilidad a los factores que causan deformidades citoplasmaéticas en los eritrocitos, lo
cual podria estar relacionado con diferencias genéticas como la funcionalidad del bazo o
exposiciones ambientales especificas como el tipo de habitat, la altura sobre el nivel del
mar, la diferencia entre los sitios como, que tan perturbado este el sitio y el tipo de
vegetacion de cada sitio podria estar influenciado (Gartner & Lhiatt, 1997; Parra-Ochoa
2014; Gough & Kilgore 1964).

Peromyscus pectoralis podria ser mas sensible a los factores ambientales que causan
deformidades citoplasmaéticas, ya que la especie fue encontrada en el area de Chipinque
(AMM), se podria suponer que la calidad del aire influye en la cantidad de eritrocitos con
deformidades citoplasmaticas. Esta area estd ubicada a las orillas de la ciudad de
Monterrey, lo que implica una posible exposicion a contaminantes atmosféricos
provenientes del trafico vehicular y otras actividades urbanas. La proximidad a zonas con
alta concentracion de vehiculos podria resultar en una mayor carga de contaminantes

atmosféricos en el parque, lo cual puede afectar la salud de los roedores y manifestarse en
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deformidades citoplasmaticas en los eritrocitos. Por lo tanto, la calidad del aire podria ser
un factor importante en la evaluacion de la salud genotoxica de esta especie. Ademas, la
calidad del suelo en esta zona podria estar comprometida por la acumulacion de
contaminantes, lo que, a su vez, podria afectar los recursos alimenticios disponibles para P.
pectoralis. Si los alimentos que consumen estos roedores estdn contaminados, esto podria
contribuir a una mayor incidencia de deformidades citoplasméticas (leradi 1996; Gomez-
Arroyo et al. 2013; Parra-Ochoa 2014). Por lo tanto, tanto la calidad del aire como la del
suelo, asi como la posible contaminacion de los recursos alimenticios, deben considerarse
en la evaluacion de la salud genotdxica de esta especie (Ceyca et al. 2014; Parra-Ochoa
2014).

La comparacion entre sitios no se realizé debido al bajo tamafio de muestra en cada sitio y
la falta de representacion de todas las especies en los mismos sitios. Sin embargo, al
observar las frecuencias generales de los dos biomarcadores, no se identificé un patrén
claro que sugiera una diferencia consistente entre los sitios de muestreo. Las variaciones
observadas podrian estar influenciadas por factores locales especificos, como la presencia
de contaminantes ambientales (Orta-Garcia et al. 2016), pero estos no se pudieron analizar
de manera adecuada debido a las limitaciones del disefio del estudio.

Con relacion al mayor namero de eritrocitos deformes en P. gratus respecto a P. levipes, P.
difficilis y P. melanophrys, esta situacion podria atribuirse a la exposicién a agentes
ambientales especificos presentes en su habitat, los cuales podrian ser mas perjudiciales
para esta especie en particular. P. gratus fue una especie encontrada en Aramberri, donde el
tipo de contaminantes presentes era muy diferente al del AMM. En Aramberri, los
contaminantes directos en el entorno incluian desechos de personas. La exposicién a estos
contaminantes especificos podria estar vinculadas a la mayor frecuencia de eritrocitos
deformes observada en P. gratus (leradi 1996). Ademas, es importante considerar que el
nimero de deformidades podria ser un indicador mas relevante para los mamiferos en
comparacion con la presencia de micronucleos (leradi et al. 1996). También es necesario
tener en cuenta posibles diferencias en la biologia reproductiva, la dieta y el
comportamiento de P. gratus, factores que podrian hacer que esta especie sea mMas

susceptible a los efectos adversos de los agentes genotoxicos (Orta-Garcia et al. 2016).
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Estos hallazgos sugieren que la relacion entre la exposicion a la actividad humana y la
incidencia de deformidades en los roedores no es tan directa como se pensaba inicialmente.
Es posible que otros factores, ademas de la contaminacion ambiental, estén influyendo en la
salud y el estado fisico de las poblaciones de roedores. Una explicacion podria ser que P.
gratus, a pesar de habitar en un &rea con menos actividad humana que el AMM, esta
expuesta a otros factores estresantes en su hébitat natural que podrian contribuir a la
aparicion de deformidades. Estos factores podrian incluir la competencia intraespecifica, la
disponibilidad de recursos alimenticios, la presion de depredacion y otros aspectos

relacionados con la ecologia de la especie (Jiménez et al. 2015).

La presencia de micronucleos y deformidades eritrocitarias en roedores silvestres del AMM
confirma la utilidad de estos biomarcadores como indicadores tempranos de estrés
ambiental (Da Silva et al. 2000; Villar 2014). El uso de roedores como bioindicadores ha
sido respaldado en estudios previos, donde se han empleado para evaluar la calidad
ambiental y la exposicidn a genotdxicos (Tovar-Sanchez et al., 2012). La variabilidad en la
frecuencia de EMN y deformidades eritrocitarias entre especies destaca la importancia de la
seleccion adecuada de bioindicadores para reflejar la diversidad de respuestas a la
exposicion ambiental (Meier et al. 1999; Parra-Ochoa 2014).
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9. CONCLUSION

Aunque se requiere mas investigacion en Galeana y Aramberri, los resultados del AMM
ofrecen una base solida para futuros estudios y acciones de conservacion ambiental en areas
urbanas. Se recomienda aumentar el tamafio de muestra y el esfuerzo en las colectas de
roedores. Al contar con mas muestras sanguineas para cada especie y sitio de muestreo nos
permitira evaluar con mas certeza como se ven afectados los eritrocitos a los contaminantes
ambientales, lo ideal seria tener individuos de una sola especie para los tres sitios, para

poder hacer una comparacion entre areas y entre especies.

Debido a que esta investigacion es exploratoria, podria ser posible que para mamiferos
pueda existir un indicador de dafio genético diferente, dado que se observaron mas
deformidades de eritrocitos que la frecuencia de EMN. Para deformidades y EMN se
observo mayor numero de frecuencia para Peromyscus pectoralis que para P. levipes, lo

cual nos indica que P. pectoralis podria ser mejor indicador de dafio genético en el AMM.

El proceso de eliminacién de eritrocitos anormales por los macrofagos esplénicos, como
sefiala Villar (2014), es crucial para la homeostasis hematologica y puede influir en los
resultados de la prueba de MN. Considerar la capacidad del bazo para eliminar eritrocitos
micronucleados es esencial al analizar los resultados de la prueba de MN y evaluar la
exposicion cronica a agentes genotoxicos. Aunque no se ha estudiado la funcionalidad del
bazo en P. levipes y P. melanophrys, es posible que este 6rgano esté relacionado con la
eliminacién de EMN en P. levipes o con la adaptabilidad de esta especie a su entorno. La
ausencia de microndcleos en P. melanophrys podria deberse a factores genéticos y la
funcion del bazo en la respuesta a agentes genotoxicos.

En cuanto al mayor nimero de eritrocitos deformes en P. gratus en comparacion con otras
especies, podria estar relacionado con la exposicion a agentes contaminantes ambientales
especificos de su habitat. La presencia humana en el area puede contribuir a este problema,
ya que la falta de control sobre los desechos, como la basura, puede aumentar los niveles de
contaminacion y afectar negativamente a la fauna local. Esta situacion resalta la necesidad
de considerar posibles diferencias en la biologia reproductiva, la dieta y el comportamiento
que puedan hacer que P. gratus sea mas susceptible a los efectos adversos de los agentes

genotoxicos.
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Finalmente, la presencia de micronlcleos y deformidades eritrocitarias en roedores
silvestres del AMM confirma la utilidad de estos biomarcadores como indicadores
tempranos de algun tipo de estrés ambiental. Siendo esta la primera ocasion que se trabaja
con deformidades eritrocitarias, podria esto tomarse en cuenta para futuras investigaciones.
El uso de roedores como bioindicadores, respaldado por estudios previos, resalta la
importancia de la seleccion adecuada de bioindicadores para reflejar la diversidad de

respuestas a la exposicién ambiental.
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ANEXO 1

Relacion de laminillas de frotis sanguineos analizados

Se presenta la informacién de procedencia de cada uno de los frotis sanguineos analizados,

indicando la etiqueta asignada a cada laminilla (ID), la especie de Peromyscus correspondiente, el

sitio de estudio (area Metropolitana de Monterrey [AMM], municipios de Galeana y Aramberri),

coordenadas geograficas en grados decimales, y el sexo, longitud total (LT) y peso (P) de los

individuos capturados y evaluados.

Larrlllijnilla Especie Sitio Latitud Longitud Sexo LT P
1 . pectoralis AMM 25.614435 -100.32347 Macho 198 19
2 . pectoralis AMM 25.614435 -100.32347 | Hembra | 185 17
3 . pectoralis AMM 25.614435 -100.32347 Macho 172 13
4 . pectoralis AMM 25.614435 -100.32347 Macho 185 12
5 . pectoralis AMM 25.614435 -100.32347 Macho | 203 16
7 . pectoralis AMM 25.614435 -100.32347 | Hembra | 180 12
8 . pectoralis AMM 25.614435 -100.32347 Macho | 157 10
9 . pectoralis AMM 25.614435 -100.32347 Macho 195 14
10 . pectoralis AMM 25.614435 -100.32347 | Hembra | 177 23
11 . pectoralis AMM 25.614435 -100.32347 | Hembra | 197 30
12 . pectoralis AMM 25.614435 -100.32347 | Hembra | 180 26
13 . pectoralis AMM 25.614435 -100.32347 | Hembra | 180 27
14 . pectoralis AMM 25.614435 -100.32347 Macho 177 25
17 . pectoralis AMM 25.614435 -100.32347 Macho | 190 22
18 . pectoralis AMM 25.614435 -100.32347 Macho 180 26
19 . pectoralis AMM 25.614435 -100.32347 Macho 187 26
22 . pectoralis AMM 25.614435 -100.32347 | Hembra | 192 12
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23 . levipes AMM 25.612778 | -100.363333 | Hembra | 188 20
24 . levipes AMM 25.612778 | -100.363333 | Hembra | 175 24
25 . levipes AMM | 25612778 | -100.363333 | Hembra | 163 18
26 . levipes AMM 25.612778 | -100.363333 | Hembra | 175 24
27 . levipes AMM | 25612778 | -100.363333 | Hembra | 185 | ND
28 P. levipes AMM 25.612778 | -100.363333 | Macho | 200 29
o9 | P-levipes AMM | 25612778 | -100.363333 | Hembra | 190 | 28
30 - levipes AMM | 25612778 | -100.363333 | Macho | 209 | 23
31 - levipes AMM | 25612778 | -100.363333 | Hembra | 178 20
32 - levipes AMM | 25.612778 | -100.363333 | Macho | 204 22
33 - levipes AMM | 25612778 | -100.363333 | Hembra | 210 27
34 - levipes AMM | 25612778 | -100.363333 | Hembra | 202 21
35 - levipes AMM | 25612778 | -100.363333 | Hembra | 144 16
36 - levipes AMM | 25612778 | -100.363333 | Macho | 182 27
37 - levipes AMM | 25612778 | -100.363333 | Macho | 205 | 34
38 - levipes AMM | 25612778 | -100.363333 | Hembra | 203 30
39 -levipes AMM | 25612778 | -100.363333 | Macho | 185 | 23
40 - levipes AMM | 25.612778 | -100.363333 | Hembra | 204 34
41 - levipes AMM | 25.612778 | -100.363333 | Macho | 170 27
42 - levipes AMM | 25612778 | -100.363333 | Hembra | 180 | 23
43 - levipes AMM | 25612778 | -100.363333 | Hembra | 168 26
44 . difficilis Aramberri | 24.061948 -99.873074 | Hembra | 260 42
45 . difficilis Aramberri | 24.061948 -99.873074 | Hembra | 268 40
58 . melanophrys | Aramberri | 24.061948 -99.873074 | Hembra | 223 37
59 . gratus Aramberri | 24.034284 -99.862309 | Hembra | 196 14
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61 P. levipes AMM 25.60752 -100.355207 | Hembra | 180 19
62 P. levipes AMM 25.60752 -100.355207 | Macho | 180 18
63 P. levipes AMM 25.60752 -100.355207 | Hembra | 186 17
64 P. levipes AMM 25.60752 -100.355207 | Macho | 187 14
69 P. melanophrys | Aramberri | 24.087222 -99.86056 Hembra | 250 44
71 P. gratus Aramberri | 24.087222 -99.86056 Hembra | 190 20
73 P. gratus Aramberri | 24.091475 -99.861252 Macho 190 21
76 P.melanophrys | Aramberri | 24.042778 -99.866111 | Hembra | 240 21
80 P. difficilis Galeana | 24.811389 | -100.113056 | Hembra | 200 26
81 P. difficilis Galeana | 24.811389 | -100.113056 | Hembra | 220 35
82 P. difficilis Galeana | 24.811389 | -100.113056 | Hembra | 271 49
83 P.difficilis Galeana | 24.811389 | -100.113056 | Macho | 210 28
84 P. difficilis Galeana | 24.811389 | -100.113056 | Macho 220 35
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ANEXO 2

Frecuencias de EMN y deformidades citoplasmaticas en diferentes especies de
Peromyscus por sitio y sexo

En este anexo se presentan los datos detallados de las frecuencias de EMN vy las
deformidades citoplasmaticas observadas en diferentes especies de Peromyscus,
desglosados por sitio de muestreo y sexo. Esta informacién es fundamental para
comprender las variaciones especificas entre especies y su relacion con los factores

ambientales y genéticos.

Esta tabla proporciona una vision detallada y especifica de los resultados obtenidos en el
estudio, permitiendo identificar patrones y diferencias significativas entre especies, sexos y
sitios de muestreo. La inclusion de estos datos como anexo permite mantener el flujo y la
claridad del texto principal, mientras que se proporciona toda la informacién necesaria para

una comprensién completa de los resultados.
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Especie

Sitio Peromyscus pectoralis Peromyscus levipes Peromyscus melanophrys Peromyscus difficilis Peromyscus gratus
Sexo M H M H M H H M H M
n 10 7 9 15
EMN 55+1.9 104 +2.3 59+18 65+15
M 4 11 5 4
AMM Mediana * Cuartil 4+4 11.00£10.00 5.00£7.00 4.00+10.00
Deformidades 225.3+67.2 256.1 +59.8 83.7+35.7 102.9 +22.6
M 198.5 264 43 60
Mediana + Cuartil | 198.50+292.00 | 264.00+322.00 | 43.00+56.00 | 60.00+171.00
n 3 2
EMN 0.3+0.3 45+15
M 0 45
Galeana Mediana * Cuartil 0.00+1.00 4.50+3.00
Deformidades 75.3+40.3 42.0+11.0
M 67 42
Mediana + Cuartil 67.00+139.00 | 42.00+22.00
n 0 3 2 2 1
EMN 0.0+0.0 6.0£6.0 1.0£0.0 0
M 0 6 1 0
Aramberri Mediana * Cuartil 0.00+0.00 6.00+12.00 1.00+0.00 0.00+0.00
Deformidades 34.3+19.9 53.5+3.5 475+135 198
M 34 53.5 47.5 198
Mediana + Cuartil 34.00+69.00 53.50+7.00 47.50+27.00 198.00+0.00
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