2004 B-2009 A B04010264

UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA

CENTRO UNIVERSITARIO DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y AGROPECUARIAS

DIVISION DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y AMBIENTALES

“Evaluacién de bioindicadores enzimaticos de estrés y contaminacién
en especies del género Sceloporus (Familia: Phrynosomatidae),
en sitios con distintos impactos antropogénicos”

TESIS
QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE
LICENCIADO EN BIOLOGIA
PRESENTA
PAMELA GONZALEZ DEL PLIEGO CASTANEDA

Las Agujas, Zapopan, Jalisco a 17 de Diciembre de 2009.




Universidad de Guadalajara

Agropecua rias

BT V.

L e cwovera de Licesciado en Biologia

C. Pamela Sonzéier 2t Fligge

PRESENTE

Manifestamos =+ wgd qut o0 - w5 fecha on sido apretado su tema de titulacion

en la modaiidad de; TESIE £ NFURS cpcion TESIS con el tiujo"Evaluacion de
bioindicadores enzimatices de ssirés y coniaminacién en especies del género

Sceloporus  {Familiz:#n e, en sitlos  gen  distintos  impactos

antrepogeénicos”

: ]

~un aceplade como Director de diche

Al mismo fdemoo Loy

trabajo al Dr. Carios zéizz y como Asesores al Dr. David

Lazcano Viliarres:

AJAY

e Char es Darwin” COMITE D

Sicierabre 02 X038 3y acin,
ULACI

Cerirs U z;versn rio de Clenmas Bloloouas y



Dia Georg.na Acriana Cuiroz Rocha
Presidente del Comité de Tiulacion
Licenciatura en Biologia

CUCBA

Present

Nos permitimoes informar a usted que hablendo revisado el trabajo de titulacidn, modalidad
TESIS EINTORMES, opcitn TESIS con ef titulo:
“Evaluacién de bicindicadores enzimaticos de estrés y contaminacion
en especies dei género Scefoporus {Familia: Phrynosomatidae),
en sitios con distintos impactos antropogénicos”
que realizd la pasante Pamela Gonzdlez del Pliego Castafieda, con nimero de codigo
B

04010264, consideramos que ha guedade debidamente concluido, por o que ponemos a
su considear 2cion e! escrito final para avtorizar su impresion.

S otro particular quedamos de usted con un cordial satudo,

Atentamente
Las Aguias, Zapopan, Jalisco, & 8 de Diciembre de 2009

o
;S o ‘
; ‘/‘,r" /f/ !/'r Fard
S 4‘ ‘,, . A M 9’{7";/L K/
- {7
o, Carlos Javier Aguilera Genzélez Dr. David ¥azcano Villarreal
Diractor dei trabajo Asesor externo
COMTE 913
DTULAC I vy
Asesorinterno
Nombre completo de los Sinodates - | Fechace
g PO ok D8 SImeceies Firmz de aprobado Lot
asignados por el Comité de Titulacion e aprobacion

G‘z?—-/’;.l iz

.05

H



El presente trabajo se llevd a cabo en el
Laboratorio del Grupo de Ecofisiologia del
Departamento de Ecologia y en el Laboratorio de
Herpetologia de la Facultad de Ciencias Biolégicas de
la Universidad Auténoma de Nuevo Leon, bajo la
direccion del

Dr. Carlos J. Aguilera Gonzalez



Dedicado a las lagartijas,
que con su vida o su captura,

hicieron posible este trabajo.



Agradecimientos

A la fuerza que rige el universo, por permitirme ser parte de la perfeccidn de la vida.

A mi hermana del alma. Porque es la mejor compafera que habria podido elegir en esta
existencia, porgue es la mejor persona que conozce en esta vida y es mi confidente predilecta.
Gracias porgque siempre esta conmigo incondicionalmente y es mi persona favorita del mundo.
Muchas gracias por formar parte de mi vida y ser mi mejor amiga. Te amo.

A mis padres {por crden alfabético). A mi madre Aida porque su amor incondicional sobrepasa mi
entendimiento y siempre estd para mi, sienda una excelente guia y una fantastica amiga. Porque
su inteligencia y sus logros, me exigen ser mejor. Gracias por todas las ensefianzas, por su manera
de ver la vida y ensefarme a disfrutar cada instante, por ser una maravillosa guia en esta
existencia y por ser parte de mi vida. Muchas gracias.

A mi padre Juan Armando, porque me ama incondicionalmente. Porque ha sabido ser mas gue un
padre, ha sabido ser un amigo, brindandome confianza y varios de los momentos més valiosos de
mi vida. Porque su apoyo incondicional ha sido constante a lo largo de toda mi vida, incluyendo
para lograr esta tesis. Porque su inteligencia, raciocinio y aptitud me hacen gquerer ser mejor. Por
su paciencia sobre mi impaciencia. Muchas gracias.

Al Dr. Carlos Aguilera por ser mi guia, por su tiempo de revision exhaustiva y minuciosa y estar al
pendiente de este trabajo. Gracias por su extenso apeoyo y sabiduria compartida, por haber sido un
excelente director y su paciencia con mi obsesividad. También, en si, al laboratorio de Ecofisiologia
por permitirme ser parte de ese fantdstico crisol de investigacion. Muchas gracias.

Al Dr. David Lazeano porque gracias a él fue posible el enlace a esta investigacién. Gracias por sus
consejos, pidticas, apoyo, tiempo y escucharme en todo momento. También gracias al l[aboratorio
de Herpetologia, por compartir sus libros e investigacion. Gracias.

A Tito, por su poyo y su amistad. Por ser un excelente maestro, compartir conmigo su sabiduria y
por tener siempre las puertas abiertas vy los oidos atentos. Por su apoyo como sinodal. Muchas
gracias.

A mis sinodales {por orden aifabético) Dr. Alberto Morales, Dr. Ramdn Reynoso y el Dr. Sergio
Guerrero por su tiempo, consejos y revisicnes. Por mejorar esta investigacion y por interesarse en
mi formacidn como profesionista. Gracias.

A la Dra. Georgina Quiroz por su gran ayuda e inmenso apoyo. Por su tiempo y sus consejos.
Muchas gracias.

Muy especialmente a Javier Banda, por toda su ayuda en la captura de los organismos.
Muchisimas gracias por la ayuda, las lecciones, la compafiia y la amistad.



Un agradecimiento muy especial a Julic por ser tan buen maestro y llevarme paso a paso con toda
la paciencia del mundo en el campo del laboratorio. Gracias por tus instrucciones, tu ayuda, tus
consejos, guia y por tu amistad.

A lorsh porque dio las herramientas para comenzar la primera parte de este trabajo. Gracias por
todos tus consejos, tu ayuda y por ser un excelente amigo.

A Margarita por haber side mi guia en Chipinque y compartir conmigo secretos de campo. Por su
revision, consejos y amistad. Muchas gracias.

Al Dr. Gustavo Ponce por todo su tiempo, apoyo y guia. Gracias.

A Chava, Jero y Nelson, por su apoyo ya sea en campo, redaccién o laboratorio. Gracias por su
amistad. A Radl y Luis porgue su apoyo me permitié avanzar de una manera excepcional. Gracias.

A toda mi familia, porque siempre me han mostrado un mundo lleno de amor. Gracias por
permitirme crecer en su mundo, sus abrazos y su amor. A mis ti@s (por orden alfabético)
Armando, lvette, Lalo, Lilia, Maruca, Silvia y Susano porque siempre estan al pendiente de mi, por
expresarme su amor y carifio y estar conmigo en los momentos importantes de mi vida, A mi
abuelita Celia, que estuvo presente toda mi vida con verdadero interés sobre cada aspecto de mi
vida. Muchas gracias.

A Jans, por motivarme en la pronta culminacidn de este trabajo, su apoyo, y su amistad. Gracias.

A todos mis maestros en el trayecto de mi vida, porque cada uno de ellos me ha inculeado
conocimiento tanto académico como de la vida. Gracias a todos.

A mis amigas del alma (por orden alfabético) Angie, Barbara, Cris, Fer, Gretel, Luisa, Romy,
Rosaura y Sandra, porque a pesar de la distancia siempre estuvieron conmige, con su apoyo,
consejos, carifio y amistad. Muchas gracias. A mis amigos queridos (por orden alfabético} Adridn,
Alex, Alvaro y Héctor, porque estuvieron conmigo todo el tiempo. Por su carifio expresado y su
apoyo incendicional. Gracias por su amistad. A todos mis amig@s porque es importante el balance
en la vida, y todos ustedes se lo dan. Muchas gracias.

A toda persona que ha contribuido a ser lo que soy hoy en dia. Muchas gracias.



TAGIER o vieeieee e ceesvteee e et ettsamtte e e eeect ek ees e eeeetas ettt e eesereren s eeesseenne e eens ]
(L= T Lo == v
Lista de TaBIAS oot ettt s s e e vt n S sa R e et eae ettt s bene e seneerat e vi
ABREVIATURAS (.ot ttrre et vsrare e o b s s smracs s snnatase s s sn e eee SN vii
RESUBIEN ..ottt iass e me s ra s ee e e e e e b e g4 T es e e e reaa e sk e Erammmacmmne e ceaesiar viii
INTRODUCCION et eeeseecasr et ame s e s s et b mae st ns s s snsenessanassensessnens 1
ANTECEDENTES et are e mmt e st et et saereasas e ree s ra e se et easasae s easnsm s amt emsmem s marer somsaoenseerssnnrsmssactsenns 3
Revision de enzimas ULilIzadas. ... ere it eccccenernies e e e D
L2 ] = - OO A OOV OO UUR VR
Hidrolasas de Ester Carboxiioo ..o ro e e ters e eernsesece e s e B

e T = = L O ST Y OOV PO PSSR 7
TPBOSFEIBEAS e et i remre e it s e e taeren e b irameae s ss e e e ke smn e soeene e seanme s e mne e e O

L0, ToTg e (W T & S OOV PPN 8
Caracterizacion de las areas de estudio ....cc.o e e eneen
Parque ECOlOgico ChipINgUe ..o ettt tr s rr e em e e e D
Pargue Industrial EF Carmen. et seste seansssee st cesisssassrscseasssansonres 11
ESPecies @5EUMIAAAS o ccoiov e e rrer e s e e s rmne et sensae e s ameeenne LD
GENEIO SCEIOPOTUS ..oovvvrreieiititimare et ss e etsrssrrrs e c et m e s st am s aenasmenne e sasornssrnamsis 13
Sceloporus torquatus binoctlaris DUNN 1936, ies s ettt eee e e s 18
Sceloporus serrifer cyanogenys Cope 1885 ...t ceeemeeeesttesee s eesmecans 14
JUSTIFICACION ottt et ven e s viss bt st ncssssssstsnssecscesecsssanss 16
OBIETIVIOS ettt etet s res e emee et trar s soens se e 4 ae 2 ean s emed 4 A PR e n e et 4§ a2 470 £ £rmeasab st Prt s ameansbann i rr e 16
PARTICULARES ...octecerr e scennnsrr s oo retereirr—ieitenes et e rape st raanr e srreeias 16
HIPOTESIS ovocveoeveussonrssecees s s e esssssossssimeasse s e mos s eneasesecesearssssessesasasesesaressssasosesscesssessssessnnnssenree 17
METODOLOGIA .. coocovectreme s e seere st erescaessesseenesss et et e sem et smntseesssecnesssnssssracencces 17
Trabajo de Campo et FERTOTR ¥

Método de Captura .o cvercesimreeecrscsesnvanas e 17
Obtencién de muestras.... e eeeeeeemretreestanseenmsere fhesmne seesdrntterea s e arerandan 18

Trabajo de [aboratorio. ... ittt arrssesssmnenresbensass sesnerae e 1O




Elaboracion de extractos enzimaticos

AnAlisis ENZIMATICO ..o it e et [E

Concentracion de proteina en extractos enzimaticos ..o cvccerverv e erieeeen, 19
ACtiCONNESTRIASEA ..ottt e e e 19
BULITI Ol S LR A ettt ettt it bd st e be b 19
Carboxilesterasas .. e eAREEN eI e med e haa 4 g e PRI an ke ha AT HeRR A v T b 20
FOSTatasas AlCAKNAS v et rer v rrec e e econ e s s s s e e e e et s ras e s e e ran e neenienenioes 20
FOSFatasas BCIHAS oot e ctiriarss s em e es et s v st s r e em e e ect st e e n e 20
GlULEtION-S-TranSfeIaS5a i et srserrsrre e ssn s s nasrs e s rnscemseces e san s e essrscnsreessoesses 20
SURETEXIA0 DISMULASA. ot ittt ittt srecis s as e e v et et e sean e senssrasreenensnasnions 21
Comprobacion en especie del ZENero SCeloPorus ..o vvicereciciieieciine e e eeeeens 21
Andlisis e5TadISTICO ..o et e et e et e sneeenees 22
Analisis enzimatico en Sceloporus CONSODIINUS .......uvvvveeceeeserrrerrvsraassemsensesemsassecsens 31
B Yol (Lot [Tt =T - T2 OO OO OO SR PO J
BLHICOlNES OISR . .. oottt ettt e e s smee e ees 33
CarBOXIRSEEIASA oot st a et e s cer e et e e e eame e e nesents T
FOsfatasas @lCaliNas oo rer e et e se e er e e s eea e e aranart 35
SuperOXido DisSmULASa. . .o et et e e e e s e e e et ta s sanasnnrens SE
Andlisis enzimatico en S, Serrifer ¥ 5. tOFGUOTUS c..ceevrvvveceeereeeeetssieemee e e veeesassasnsnsre e 38
ACETILCOLINESTERASA {ACRE]. ... . oo ettt oo s s emes 38
BUTIRILCOLINESTERASA [BCRE) .......occiecriimrmirierm e svnss s sanssnsserescen s nssessssssrnsnsoner 39
CARBOXILESTERASA {CXE} eeeevvirr vt iecram s ravr s semesennesane s svmsnesnesnamemnnssson B0
FOSFATASAS ACIDAS {ACP) woomvieececeeeeeevsemseseseee s eassanrsssrasnanrsessee s annssnsrnsarnssrenone 1
FOSEATASAS ALCALINAS [ALP} . ..cei it emss st s secin s e ee B2
SUPEROXIDO DISMUTASA {SOD).....o.eeeececerssssris e ees s emeeee savsssstssssesesns v sassssaresesseres 43
GLUTATION-S-TRANSFERASA [GST) .uvuerrrrarcrrmeieerreiasanssevesserrssemresmmsecsnssssssssasssssmssessioses 44

TEMPERATURA Y ESTADC DELTIEMPO oot e e e e e §8




HORAS DE ACTIVIDAD .....onevcneenene et tek ek et te e e e <a s e rres e e aa s a s e 51
VEGETACION Y SUSTRATO ....... .51
VIENTO i ....53
LOCALIDADES. .53
ESPECIES...... ...53
GENEROS ..o ieoeeeetceee e e e s aseessssesssern saeavasssso s snesmsenanen 54
ESTADIOS .ot .54
Sceloporus consobrinus 54
56
...56

Sceloporus serrifer y 8. torquatus

CONNESTEIASAS «ovievee e ieecvtecrean e eeeeeeenete s eeean e et aensansserassteanas

CarDOXHBSEEIESAS ..o i et e e e e seeerae et e e e e s mee st e e eseanatanssanamaaes 61

FOS R IaSAS .ot e e n e earm e emee e er e ee e eees D2
SuPeroxide DisSmMUTAsa ..o e ettt e e s e e e e e mns B
GIULtation S5-Transferasa. ...t e e st s ansees B
CONCLUSTONES. ... ece e ettt tas vt nrr e ee e seecee st e cm s ana s e naarr e s se s e reen e et 4shbad st s sammarer s e st v srarnr 71
RECOMENDACIONES ..ottt e ctes s s st e snae e ec e ec e s s e emsbee s penansmmnms e 72
Anexo 1 Absorbancia para Acetilcolinesterasa en distintos drganos de Sceloporus
COMSOBIIIUS ..ot ettt rr it st st a e am e svanirss st sanann s sene e st saetsssrarasssansenns B2

F o4 o O O S UROROUTRRR - . )
Absorbancia para Butirilcolinesterasa en distintos 6rganos de Sceloporus consobrinus. 94

Anexo 3 Absorbancia para Carboxilesterasa en distintos drganos de Scefoporus
CONSOBIIUS ..ottt it e e tre s e ee et st e s s enas e armanessrcans s s amnn s anas .- ¥ 4

ANEXO 4 Imagenes de SCIOPOIUS ..ttt srrt o eme s seesse e meea 99




Lista de Figuras

Figura 1. Localizacién geografica del Pargue Ecolégico Chipingue ]
Figura 2. Localizacion geografica del municipio El Carmen - 12
Figura 3. Distribucion de organismos de Sceloporus colectados segiin el range de altitud
en el que se encontraron 23
Figura 4. Rangos de temperatura en los que fueron colectados los organismas ------------- 23
Figura 5. Rangos de temperatura de los micrositios donde fueron encontrades los
organismos de Scefoporus 24
Figura 6. Rangos de humedad relativa del ambiente al momento de encontrar los
organismos de Scefoporus 24
Figura 7. Proporcidn de los individuos de Scefoporus capturados categorizados en los
rangos de horas del dia en los que se realizaron las colectas 25
Figura 8. Nimero de individuos colectados, bajo las diferentes condiciones climatolégicas
que se registraron al momento de la captura de cada individuo de Sceloporus-----———--—25
Figura 9. Porcentaje de organismos de 5. serrifer encontrados en los diferentes sustratos

26

Figura 10. Porcentaje de organismos de S. torguatus colectados en los diferentes sustratos

en el Parque Chipinque 26
Figura 11. Proporcion de los organismos de Scefoporus colectados, categorizados en
rangos subjetivos del porcentaje de fuerza del viento que se apreciaba al momento de

realizar cada captura 27
Figura 12. Proporcion de los organismos de Scefoporus colectados, de acuerdo al tipo de
vegetacién en que se encontraron en el Parque Chipinque 27
Figura 13. Proporcion de la distribucion de los organismos colectades en el Parque
Chipinque dependiendo de la vereda 28
Figura 14. Proporcion de individuos colectados en cada localidad con respecto a la
totalidad de individuos colectades durante todo el estudio 28
Figura 15. Proporcién y namere de individuos colectados de cada especie, con respecto a
la totalidad de individuos colectados durante toda la investigacion 29
Figura 16. Proporcidn y numero de individuos de cada género, con respecto a la totalidad
de individuos colectados durante toda la investigacion 29
Figura 17. Proporcion y nimero de individuos colectados segin el estadio, con respecto a
la totalidad de individuos colectados durante toda la investigacion 29
Figura 18. Numero de individuos colectados ubicados en categorias segun los factores de:
localidad, especie, estadio y género, 30
Figura 19. Proporcidn y nimero de individuos perteneciente a cada blogue. —-----—-——--30
Figura 20. Absorbancia durante el tiempo de actividad de AChE en distintos tefidos -— 31
Figura 21. Absorbancia durante el tiempo de actividad de AChE en cola —--———-——--32




Figura 22. Comparacidn de la actividad enzimatica de AChE en diferentes tejidos-—-------- 32

Figura 23. Absorbancia durante el tiempo de actividad de BChE en distintos tejidos—-—--33
Figura 24. Absorbancia durante el tiempo de actividad de BChE en cola —--—-mrrnemea— 33
Figura 25. Absorbancia durante el tiempo de actividad de CxE en varios tejidos ——-—---— 34
Figura 26. Absorbancia durante el tiempo de actividad de CxE en colg —----------——-—---— 35
Figura 27. Comparacion de la actividad enzimatica de ALP en diferentes tejidos-————— 35
Figura 28. Comparacion de la actividad enzimatica de SOD en diferentes tejidos----—-—----- 36
Figura 29. Grafica de los niveles de la actividad de AChE de los diferentes bloques ---—--38
Figura 30. Grafica de los niveles de la actividad de BChE de los diferentes bloques -—----- 39
Figura 31. Grafica de los niveles de la actividad de CxE de fos diferentes blogues -——------- 40
Figura 32. Gréfica de los niveles de [a actividad de ACP de los diferentes bloques —-—--- —~4]
Figura 33. Grafica de los niveles de [a actividad de ALP de los diferentes blogues ——--- —-42
Figura 34, Grafica de los niveles de |a actividad de SOD de los diferentes bloques—--—---- 43
Figura 35. Grafica de los niveles de la actividad de GS3T de los diferentes bloques ---—---——- 44
Figura 36. Grafica de la media de la longitud de los individuos de cada uno de los bloques

45

Figura 37. Grafica de la media del peso de los individuos de cada unc de los bloques----- 46
Figura 38. Grafica de [a media del porcentaje de la fongitud de la cola con respecto a la
longitud hocico-cloaca en individuos con cola regenerada y no regenerada de cada uno de

los blogues 47
Figura 39. Medias del porcentaje de la longitud de la cola con respecto a la longitud
hocico-cloaca en individuos con cola jamas regenerada de cada uno de los bleques ---—-- 48
Figura 40. Medias del porcentaje del ancho de la base de la cola con respecto a la longitud
hocico-cloaca de cada uno de los bloques 48




Lista de Tablas

Tabla 1. Distribucidn de fa superficie del municipio de Ef Carmen de acuerdo a su uso..... 12
Tabla 2. Distribucién de la actividad enzimatica en un sistema de blogues.........ccoccve . 37
Tabla 3. Valores de correlacién entre el tiempo con respecto a la absorbancia tomados
cada minuto hasta seis minutos, durante el tiempo de actividad de AChE, BChE y CxE .....55
Tabla 4. Valores de correlacion entre la temperatura ambiental y la actividad enzimatica
de los individuos del Parque Chipingue v EF Carmen oo ceemeeens 59
Tabla 5. Valores de correlacién entre la longitud vy el peso respecto a la actividad
enzimatica en el total de individuos colectados de ambas especies en ambos sitios de
F a3 T=2 0 =T UGS OO UUURUUPOUROPI. .1 |
Tabla 6. Valores de correlacion entre el horario de colecta respecto a la actividad
enzimatica en el total de individuos colectados de ambas especies en ambos sitios de
LT & =T o U UUURU U UUURO PP RTR <1 1 |

Vi



ABREVIATURAS

x : media aritmética

pL: microlitro

AChE: Acetilcolinesterasa

ACP: Fosfatasa acida

ALP: Fosfatasa alcalina

ANOVA: Andlisis de varianza

B: bloque

BChE: Butirilcolinesterasa

CB: carbamatos

CDNB: 1-cloro-2, 4-dinitrobenzeno
Che: Colinesterasa

CSH: Hembras de Sceloporus serrifer
cyanogenys de El Carmen

CSM: Machos de S. serrifer cyanogenys
de El Carmen

CxE; Carboxilesterasa

dil.: dilucién

DTNB: Acido Ditionitrobenzdico
e.g.:ejempio

EC: ndimero dado a cada enzima poria
comision de enzimas

EROD: etoxiresorufin-O-dietilasa

F: valor de |a vayiacion entre grupos
gl: grados de libertad

GPx: glutation peroxidasa

GST: Glutation 5-Transferasa

H,O: agua

H,C:: perdxido de hidrégeno
HBCDD: Hexabromociclododecano
HCL: Acido Clorhidrico

HR: humedad relativa

hrs.: horas

HSD: media armoénica

INEGI: Instituto Nacional de Estadistica,
Geografia e Informatica

kmfhr: kilémetros por hora

Km: Constante de Michaelis

km: kildmetro

LCC: lengitud cloaca-cola

LHC: lengitud hocico-cloaca

ml: mililitros

mm: milimetros

mM: miliMolar

rmsnm: metros sobre el nivel del mar
mts: metros

N.L.: Nuevo Ledn

N: nomero de individuos

nm: nanometro

OP: organofosforado

p: probabilidad

prot.: proteina

PBS: Amortiguador salino fosfatado
PCB: bifenilos policlorados

pH: potencial de hidrégeno

ppb: partes por bilién

ppim: partes por millén

PROD: pentoxiresorufin-O-dietilasa
PSH: Hembras de 5. serrifer cyanogenys
del Parque Chipinque

PSM: Machos de S. serrifer cyanogenys
del Parque Chipinque

PSM: Machos de S. torguatus binocularis
det Parque Chipinque

PTH: Hembras de 5. torquatus binocularis
del Parque Chipinque

r: coeficiente de correlacion

R: replicade

ROS: especies reactivas de oxigeno
rpm: revoluciones por minuto

S. t.: Sceloporus torquatus

S.: Sceloporus

SOD: Superéxido Dismutasa

Sp.: especie

SPSS: Paquete Estadistico para ias
Ciencias Socisles

TDC: Tejido distal de la cola

tris: (Hidroximeti}) Aminometanc

V: volumen

Venz: volumen de muestra analizado
Vmax: velocidad méxima

Vs.: versus

A: delta

emM: coeficiente de extincion de CONB
conjugade a 340 nm

vii



RESUMEN

El continue desarrollo poblacional ha ocasionado un excesivo impacto en las especies de
reptiles que pertenecian a los sitios ahera urbanizados. Encargéndose el hombre de
liberar contaminantes al ambiente, y provocar que sitios antes pristinos se vuelvan sitios
impactados. Sin embargo, no se tiene cuantificacion del impacte provocado en las
especies. La utilizacion de tejido de cola en lagartijas para cuantificar bioindicadores de
estrés y contaminacién en reptiles es una nueva metodologia que se plantea en el
presente trabajo. Se realizé la medicién de la actividad enzimdtica en tejido de la cola de
Sceloporus consobrinus y se compard con los niveles de actividad en los principales
blancos utilizados en este tipo de estudios (higado y plasma). Se encontré niveles
adecuados de actividad AChE, BChE, CxE, ALP y 50D, estableciendo que el tejido de la
cola de lagartijas puede ser un material propicio para el monitoreo de bioindicadores
bioquimicos. Bajo esta premisa, se realizd una comparacion de bioindicadores
enzimaticos (AChE, BChE, CxE, ACP, ALP, GST y SOD) en Sceloporus serrifer y Sceloporus
torquatus de dos localidades suburbanas del area metropolitana de Monterrey, N.L.,
siendo un sitio evidentemente impactado (Parque industrial El Carmen) y un sitio
protegido (Parque Ecoldgico Chipinque). El nivel de actividad de AChE entre estos sitios
no presentd diferencias significativas. La actividad BChE y ACP a pesar de presentar
algunas variaciones, no presentaron diferencias entre los sitios. Sin embargo, los niveles
de actividad CxE, ALP, SOD, y G5T mostraron diferencias significativas entre estos sitios.
Las colinesterasas {AChE y BChE) al ser buenos indicadores de exposicién a plaguicidas,
sugieren que en los sitios estudiades no se presentan estos contaminantes, Mientras que
las enzimas de detoxificacidn y/fo estrés oxidativo, que exhibieron una separacion radical
entre los sitios de muestreo, son generalmente indicadores de contaminantes de tipo
metales pesados yfo hidrocarburos, tos cuales estarian evidentermnente presentes en sitios
como el Parque Industrial. Concluyendo que el tejido de la cola de lagartijas puede ser un
material propicio para el monitoreo de hioindicadores bioquimicos; las especies del
género Sceloporus pueden ser especies centinela de estrés y contaminacion ambiental; la
poblacion de Sceloporus serrifer en el Parque Industrial El Carmen estd sometida a un
estrés ambiental derivado de contaminantes de tipe metales pesados y/o hidrocarburos;
y que la comparacion de parametros bioquimicos entre poblaciones utilizando al menos
un sitio pristino, como el Parque Ecoldgico Chipingue, permite contar con una referencia
de los bioindicadores utilizados.
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INTRODUCCION
El habitat natural de especies en el mundo ha ido reduciéndose y detericrando debido al
acelerado crecimiento poblacional, ocasionando que el hombre siga acaparando
territorios ocupados por la diversidad de especies ahi residentes y trayendo consige
destruccién de habitats y generacidn de productos contaminantes.

A pesar de que la gente a veces logra compartir ese tan anhelado espacio con
otras criaturas, no se sabe el coste de las afecciones causadas a la fauna ahi afincada,
especialmente a los reptiles.

La informacidn referente al andlisis de permutaciones de la accion enziméatica
provocada por contaminantes ambientales en reptiles es muy escass, siendo
extremadamente pocos los trabajos en habitats alterados que se han realizado enfocados
ala variacidn de la actividad de enzimas en reptiles.

Es necesario realizar estudios que comprueben cientifica y cuantitativamente las
repercusiones que el hombre, ya sea directa o indirectamente, estd provocando en las
especies que han sido obligadas & vivir en dreas alteradas, tante reduciendo sus espacios
como perturbando sus habitats.

Los reptiles, incluido el orden Squamata, son un grupo que estd muy bien
distribuido en practicamente todos los continentes, vegetaciones, climas, altitudes y
latitudes. Esta cualidad que tienen de ser tan cosmopolitas y en especifico el género
Sceloperus, permite que en practicamente cualquier lugar se puedan encontrar estos
individuos y realizar evaluaciones de contaminacion ambiental.

Al mismo tiempo, casi todas las especies del género Sceloporus son capaces de
realizar un mecanismo denominade autotomia, el cual consiste en el desprendimiento
voluntario de una seccion de la cola cuando el animal se siente amenazado. Asi mientras
el pedazo de cola desprendido queda con movimientos autdnomos, debido a la
muscuiatura e inervacion de ésta, le da oportunidad al animal de escapar, mientras su
captor sujeta o persigue la cola. Esta facultad va acompafiada de la capacidad de
regenerar la seccién perdida. Estas caracieristicas permiten poder tomar muestras de
tejido distal de la cola (TPQ), confiando en la consecvente regeneracion de la misma sin ta
necesidad de sacrificar al organismo.

Las evaluaciones de riesgo ambiental y restauracion son dia a dia mas necesarias
en “los ambientes modernos”, que son paulatinamente artropegenizados y per ende
cuentan con una gama enorme de todo tipo de desechos, incluidos aquellos que afectan
el metabolismo de lagartijas.

Los plaguicidas forman parte de los contaminantes ambientales mas comunes
utilizados por el hombre, éstos tienen come objetivo terminar con toda la cantidad
posible de insectos, y siendo éstos |la base de alimentacion de la mayoria de las especies
de lagartijes, éstas son uno de los grupos afectados en primera instancia, ejerciéndoles un
estrés que les afecta fisioldgica e inclusive a veces morfoldgicamente.

Utilizar a Sceloporus serrifer cyanogenys y 5. torquatus binocularis como especies
centinela de contaminacién a través de una comparacidn de enzimas bioindicadoras
entre poblaciones con diferente grado de afectacién, como el parque ecolégico
“Chipingue” y el parque industrial “El Carmen”, puede mostrar las ventajas de utilizar




estas técnicas en el monitoreo ambiental. En si en el estado de Nuevo Ledn estas
especies son comunes y abundantes, y estos datos podrian extrapolarse a mas dreas y la
informacion resultante puede ser utilizada para desarrollar programas de monitoreo
ambiental.

Por todo esto, es necesario poder determinar cuantitativamenté el efecto de
agentes exdgenos en ambiente perturbados que causen cambics enzimaticos, para lo
cual es mas adecuado utilizar una metodologia no letal en una especie cosmopolita para
lograr metas fundamentales, como lo son: estudios de impacto ambiental, de
restauracion y evaluaciones de riesgo ecoldgico. Asi como utilizar estos resultados en
futuras investigaciones.




ANTECEDENTES

La contaminacion amnbiental es una de las principales causas de extincién en reptiles
(Gibas y Kraker, 2006). La investigacion a nivel mundial ha ido incrementando
continuamente la informacién novedosa sobre contaminantes existentes en el ambiente,
Se conoce que compuestos sintéticos afectan la vida silvestre, compuestos
recientemente desarrollados para uso industrial o para agricultura, u otro contaminante
persistente como metales (Rowe, 2008). Por ende muchos estudios se han realizado para
investigar el efecto de los organofosforados en vertebrados como mamiferos, aves y
peces. No obstante paca es conocido sobre cémo estos compuestos afectan a los reptiles
{Schmidt, z003).

Los reptiles contindan siendo wn grupe de vertebrades poco abordado por la
ecotoxicologia, a pesar de la insistencia de intervenir en el asunte (Schmidt, 2003). Por
ello es necesario realizar estudios en reptiles y otros vertebrados sobre enzimas
relacionadas con el proceso de biotransformacién hepatica y el rol de los contaminantes
que afectan estas actividades, {Guillette e Iguchi, 2003). Los pocos estudios existentes
hacen gque ef conocimiento sobre el efecto de plaguicidas en reptiles sea bastante escaso
(Schmidt, 2003).

La influencia de factores ambientales en el desarrollo y desemperio de organismaos
completos o de sus sistemas ha sido un punto central de la fisiclegia y la endocrinologia
comparada. Durante el dltimo siglo ha sido claramente establecido que ciertos factores
como pH, salinidad, fotoperiodo, y tensién gaseosa, afectan el metabolismo de
vertebrados. Las acciones endocrino-disruptivas de varios contaminantes quimicos han
sido el centro de atencidn de varias investigaciones, observandose con ese tipo de
estudios el efecto de la actividad humana en el desempefo biologico de numerosas
especies’(Ankley et al., 1997; Guillette y Crain, 2000; McLachlan, zo01; Iguchi et al,, 2001).

Igualmente existen muy pocos estudios que evidencien el efecto de fa exposicidn a
contaminantes en reptiles (Guillette e Iguchi, 2003). La investigacién scbre una diversidad
de especies indica que la exposicion a contaminantes puede alterar el sistema enddcrine
al medificar transformaciones enzimaticas hepdticas (Wilson y LeBlanc, 1598; Wilson et
al., 1999).

Por ofra parte, la contaminacién no necesita ser excesiva, inclusive
concentraciones de ppm o ppb, han sido relacionadas con alteraciones en los sistemas
enddcrino y reproductive. Inclusive concentraciones menores (partes por trillon) de varios
plaguicidas son capaces de alterar la determinacion de sexo en embriones de reptiles
(Guillette e Iguchi, 2003). A pesar de elio, compuestos como plaguicidas permanecen en
Uso 0 apenas recientemente ha sido restringido su uso en regiones en desarrollo, en
donde la agricultura es un recurso econdmico primario, o enfermedades transmitidas a
través de insectos pone serias amenazas 2 la salud humana (Rowe, 2008).

" Considerando que la mayoria de las lagartijas son insectivoras, estudios sobre los
efectos y acumulacion de plaguicidas san esenciales, asi como también sobre fos efectos
de la acumulacion de contaminantes ubicuos en el ambiente, como metales pesados y
bifenilos policlorados (PCBs) {Campbell y Campbell, 2000).




El continuo desarrollo urbano, y el uso y liberacion en tode e mundo de
compuestos sintéticos que son permanentes y también potencialmente tdxicos, sugiere
que las amenazas a la aptitud y al estatus de {as poblaciones de las especies en muchas
partes del mundo, pueden estar en curse o inclusive no haber aparecido ain (Rowe,
2008).

Existe un consenso acerca de la importancia ecoldgica de la herpetofauna y de su
elevada sensibilidad al estrés ambiental en general, y a la contaminacién de origen
antropice en particular, por lo que es indudable que la contaminacion ambiental cumple
un papel importante en la presidn de seleccién de las poblaciones modificando su
dinamica (Sparling et al., 2000}

Los estudios sobre ecotoxicologia en diversas especies de lagartijas son
necesarios, tante estudios de campo como de laboratario proveerian informacion Otil. A
pesar de ello, tanto lagartijas, como serpientes, son excluidas generalmente de estudios
sobre contaminacidn ambiental y evaluaciones de riesgo ecolégico (Campbell y
Campbell, 2000, 2002).

Trabajos sobre caracterizacién enzimolégica de las colinesterasas en reptiles han
sido utilizados para menitorear compuestos inhibitorios de éstas (Sanchez-Hemandez y
Moreno, 2002; Schmidt, 2003). Se ha documentado la exposicion de reptiles a
agroquimicos inhibitorios de colinesterasas por medio de la membrana corioalantoides y
de la actividad de colinesterasas y sus efectos en la vida silvestre (Sanchez-Hernandez,
2003; Cobb et al., 2003; Sanchez-Hernandez ef al., zoo4).

La actividad enzimatica de la acetilcolinesterasa (AChE) y butirilcolinesterasa
(BChE), ha sido utilizada para realizar evaluaciones sobre la toxicidad de plaguicidas
organofosforados (triclorfén y paration) en experimentos in vitro e in vive en lagartijas
(Sanchez-Hernandez yWalker, 2000). ’

En diversas ocasiones se ha demostrado que la exposicién a neurotdxicos en
lagartijas causa dafios en el desempefio locomotor, natatorio o relacionado con la
condicion fisica (Holemn, 2005; DuRant et al., 2007 b; Hopkins y Winne, 2006; Hopkins,
Winne et al., 2005).

No Unicamente plaguicidas organofosforades son culpables de patogénesis de
desordenes clinicos severos, sino que sustancias como el cloruro de aluminio son capaces
de inducir radicales libres y disminuir 1a actividad de la glutatién-S-transferasa (GST),
Fosfatasas alcalinas (ALP) y AChE (Yousef, 2004).

Existe acumulacién y diverses efectos de contaminantes ambientales en lagartijas
y serpientes, por ello se ha generado informacion que puede dar lugar a investigaciones
subsecuentes para desarrollar prioridades en ecotoxicologia para estos animales
(Campbell y Campbell, 2000, 2001, 2002).

Guillette e fguchi {2003} han trabajado con peblaciones de lagarto americano
(Alligator mississippiensis) expuestas a contarminantes, asi como tarmnbién han desarrollade
varios estudios experimentales al exponer embriones en desarrolio a plaguicidas
persistentes y no persistentes. Utilizando esta especie, han descrito esteroidogénesis,
niveles de hormonas circulantes y transformacion hepética de morfologia de drganos
andrégenos y endocrinos en lagarios juveniles viviendo en ambientes contaminados.




La acumulacién de plaguicidas y metales ha mostrado alteraciones relacionadas
con la reproduccidn, y se han revisado los efectos complejos en lagartijas expuestas a
plaguicidas (Rainwater et al., zo05; De Solla et al,, 2003; DuRant et al., 2007 ). Asi como
también se han analizado los efectos de contaminacion por mercurio, selenio y aceites,
estos Uitimos al medir concentraciones de hidrocarburos aromaticos policiclicos (Al-
Hashem et al., z007; Bergeron et al, 2007 Hopkins, Snodgrass et af., 2005; Hopkins,
Staub et al, 2005).

La actividad de ia enzima superdxido dismutasa (SOD) ha sido medida en tejidos
como cerebro, corazén, higado y misculo de vertebrados {peces, ranas, lagartijas y ratas)
en diferentes etapas de desarrollo. Observandaose que las actividades mas altas de laSOD
eran propias de los peces, seguida de los anfibios, lagartijas y al final de los mamiferos,
curiosamente en escala evolutiva. Demostrande una actividad enzimdtica mucho mayor
en cerebro de todos los grupos (Zakaryan et al.,, 2002).

La literatura existente que trata sobre actividad enzimatica en especies distintas a
reptiles, es bastante extenss, como mediciones de actividad de colinesterasas
relacionadas a plaguicidas o metales pesados. Se ha tratado de medir ef metabolismo
microsomal de plaguicidas organofosforados en higado, asi como también,
caracterizaciones de fosfatasas y el efecto de metales pesados (Thomas, 2003; MclLean et
al., 1983; Mazorra et af., 2002; Pérez et al., 2003).

Revision de enzimas utilizadas

Esterasas

Las esterasas son miembros de un gran y variado grupo de enzimas, clasificadas por
Aldridge {1553) en esterasas "A” que hidrolizan organofasfatos sin inhibirse y en esterasas
“B” que hidrolizan organofosfatos pero son inhibidos por eltos. (Fossi et al, 1994; Cordi,
1997).

El diagndstico de exposicidon a plaguicidas organofosforados mediante [a
determinacién del nivel de colinesterasa plasmética es un bieindicador de exposicién muy
sensible, y es un método ampliamente utilizado, pues ademas, es una prueba no
destructiva (Cordi, 1997; Thompson y Walker, 1994; Thompson, 1953; Burges et al., 1999;
Fossietal, 1996).

Se cree que las esterasas sanguineas actlan comno un amortiguador de los efectos
de los insecticidas y retardan su accidn sobre las esterasas del cerebro. Para superarlas, el
plaguicida debe hallarse en una concentracion mayor de dichas enzimas, Esto explica los
altos niveles de inhibicidn que se tienen que alcanzar en el plasma sanguineo antes de
empezar a observar efectos en las esterasas cerebrales (Wolfe y Kendall, 1998).

El continuo uso de organofosforados y carbamatos, y la exposicion potencial a
compuestos anti-colinesterasas en areas con importantes poblaciones de especies de
reptiles, hacen que las investigaciones de la colinesterasa en la Clase Reptilis, Laurenti
1768, sea urgente (Schmidt, 2003).




Hidrolasas de Ester Carbexilico

Carboxiiesterasas

EC3.1.12

Las carboxilesterasas {CxE) son enzimas que hidrolizan un rango de ésteres de
acidos carboxilicos y se presentan ampliamente en varios organismos incluyendo
animales, plantas y microorganismos (laeger et al, 1994). Un criterio alternc ha sido
propuesto recientemente en donde las carboxilesterasas son definidas como enzimas que
catalizan la hidrélisis de acilgliceroles con cadenas cortas (<10 atomos de carbono)
(Jaeger et al., 1999).

Las carboxilesterasas tienen un sitio activo que consiste en tres residuos: un
residuo nucleofilico serine en un motivo GXSXG, un residvo acidico {acido aspartico o
acido glutdmico), y una histidina. Estos residuos actdan cooperativamente en el
mecanisno catalitico de la hidrdlisis de ésteres. La enzima también muestra un
plegamiento comin afB-hidrolasa (Ollis et al., 1552).

Acetilcolinesterasa
EC3.1.a.7

La acetilcolinesterasa (AChE) catatiza la hidrdlisis de esteres de acilegling, con una
especificidad para la acetilcolina. La enzima se une @ membranas celulares de tejido
excitable (unién sindptica, reticulo endoplasmatico, etc.) y se cree que estd asociado a la
conduccion del impulso nervioso (Politoff et al, 1975 Friedenberg y Seligman, 1972
Nachmansohn, 1970). La inhibicion de AChE es el mecanismo primario de toxicidad
aguda por plaguicidas organcfosforados (OP) y carbamatos {CB) (Russell y Qverstreet,
1987; Allon et al., 1948).

Butirilcolinesterasa

EC3.1.1.8
Las butirileolinesterasas (BChE) son enzimas pertenecientes a un grupo de hidrolasas
clasificadas por Aldridge {1953) como esterasas tipo B. Son inhibidas por plaguicidas
organofosforados y carbamatos.

La BChE cataliza la hidrélisis de esteres de {a colina. Esta enzima se encuentra en
plasma, higado, pancreas, mucosa intestinal y la materia blanca del sistema nervioso
central. A veces se le refiere como colinesterasa de suero, a diferencia de |a colinesterasa
de células rojas (AChE). Hidroliza la butirilcolina cuatro veces mas rapido que fa
acetilcolina. Ya que ia enzima es tan marcadamente inhibida por compuestos
organofosforados, utilizados como insecticidas & neurotoxinas, es ampliamente utilizada
en sistemas de monijtoreo {WBC, 200g).

Lee y Harpst {1973} sefalan que la BChE es una glucoproteina con un peso
molecular de 440,000, es una estructura tetramérica con subunidades iguales en tamafio
de 110,000 daltons. Su pH 6ptimo es de 6.0-8.0. Esteres no-colinas (e.g. atropina) son




susceptible a la accion de la BChE, Es inhibida por numerosos esteres organofosforados,
derivados de carbamatos y sales de amonio cuaternarias {Augustinsson, 1960).

La inhibicién de Ja BChE ha sido utilizada en programas de biomonitoreo como
indicader de contaminacion de plaguicidas (Sanchez-Hernandez et al,, 2004). Las BChEs
son encontradas en la sangre de muchas especies de vertebrados (Thompson y Walker,
1594) y, aungue su rol fisiolégico continva siendo incierto, parecen tener una funcién
protectora al secuestrar compuestos OP circulantes, decreciendo asi el efecto toxico de
estos compuestos en la AChE de cerebro (Russell y Overstreet, 1987; Allon et al., 1998).

El uso de biomarcadores en programas de biomonitoreo de contaminacién por
plaguicidas en campe ha sido cuestionado. La rapida recuperacién en sangre de la
actividad de la BChE después de ser inhibida por OPs o CBs (Sanchez-Hernandez, 2001) y
su alta variacion inter-individual (Walker, 1998) podria resultar en una incapacidad de
detectar |z inhibicién de BChE después de 1a aplicacion de plaguicidas en la agricultura.

Fosfotasas (Hidrolasas de Monoéster Fosfdrico}

Fosfatasas Alcalinas

EC3.1.3.2

Fosfatasas alcalinas {ALP) es un término amplio asociado a fosfomonoesterasas
no-especificas, que tienen una actividad dptima con pH alcalino. La reaccion se desarrofla
con monoesteres ortofosforicos mas agua y da lugar a alcohol mas H3PO4. Las fosfatasas
alcalinas de mamiferos han sido revisadas por Fernley (1971).

La fosfatasa alcaline de Escherichia cofi es un agente reactive valioso para la
remocion de fosfatos monocesterficados terminales de tanto ribo- como desoxirribo-
oligonucledtido. Ha sido revisado por Reid y Wilson (2g71).

La enzima fue parcialmente purificada y estudiada por Kunitz (1960). Es una zinc
metal-enzima. Schissler (1568) reporta cuatro isoenzimas. Chang y Moog {(1972)
encontraron tres isoenzimas del duodeno de pollo. Su pH optime es 8.0 — g.0. Schissler
(1968) indica activacién de Mg™*.

Fosfatasas Acidas

EC3.1.3.2

Las fosfatasas acidas (ACP) catalizan la reaccion de monoesteres mas agua en
alcohol y H3PO4 con un pH &ptimo debaja de 7.0. Las fosfatasas cidas son ubicuasenla
naturaleza y han sido revisadas por Hollander {1971).

Tiene un peso molecular de 55,000 * 5,000. Tres isoenzimas de pesos moleculares
similares han sido reportadas: El, Ell, y Elll. Su pH optimo es: El - 5.5, Ell - 4.5, yElll - 4.0
(Verjee, 1969}). Muestra una actividad mayor con pirofosfatoes. Es inhibida por fluoruro,
molibdate y ortofosfatos (Verjee, 1969).




Transferasas

Glutatién-S-Transferasa

EC2.5.1.18

La glutation S-transferasa (GST) representa uno de los mayores grupos de enzimas
detoxificantes presentes en la fase || de la biotransformacion {Perera, 2000), protegen las
macromoléculas bioldgicas come las proteinas y los acidos nucleicos {Board et af., 1994)
contra los metabolitos reactives de oxigenc {Perera, 2000), Esta enzima cataliza Ia
conjugacion del glutatién (GSH) a una variedad de sustratos y es capaz de convertir
xenobidticos hidrofébicos en compuestos hidrofilicos que pueden ser excretados a través
de la orina (Ketterer y Taylor, 1990; Armstrong, 1997). La enzima se encuentra en
practicamente todas las células eucariotas y pudo haber evolucionade para proveer
proteccidn al organismo contra las systancias téxicas presentes en fa comida y el ambiente
{Nebert et al, 1996).

El incremento de actividad de GST frente a una variedad de sustancias tdxicas
sugiere que la GST puede ser Util come biomarcador de exposicion a sustancias toxicas,
aunque pudiera no haber refacidn etioldgica entre la actividad enzimatica y el efecto
quimico de la sustancia toxica {Ketterer et ol,, 1988; Mannervick et af,, 1985; Vos y Van
Bladeren, 1590).

Castillo-Cadena et al. (2007} demostraron que ante un agente genotoxico, en su
caso plaguicidas, los organismos del grupo expuesto respondieron generando un
avmento en la actividad enzimatica, la cual fue significativamente mayor en comparacion
con el grupo control. Cabe mencionar que las muestras fueron tomadas pocas horas
después de que los individuos se expusieran al plaguicida, para evitar otros factores. La
exposicion a plaguicidas se puede considerar un inductor de la activacion en el sistema
enzimatico de la glutation GSTT1.

xidareductasas

Superdxido Dismutasa

EC1.15.11
La superdxido dismutasa (SOD) cataliza la destruccidn de radicales libres del oxigeno.
Protege a las células metabolizadoras de oxigeno contra los efectos dafiinos de los
radicales superdxido libres {Petkau et al, 1975; Fridovich, 1972; Lavelle et al., 1973;
Paschen y Weser, 1973).

La SOD esta ampliamente distribuida en la naturaleza. Gregory et al. (1974)
mencionan que estd presente en todas las células metabolizadoras de oxigeno. Hewitty
Morris (1975) la han encontrado en bacterias anaerbbicas. Gregory et al, (1973) la han
reportada en sitios y funciones intra-celulares.

McCord (1974) encontré que la SOD protege al hialuronato contra Ila
depolimerizacién por radicales libres e indica que la SOD exdgena podria tener un efecto
anti-inflamatorio (Salin y McCord, 1975). Ef ion O, que ha sido considerado importante




en el envejecimiento, peroxidacién de lipidos y la hemolisis peroxidativa de células rojas
de la sangre (Fee y Teitelbaum, 1972), es formado por la reduccion univalente del O,
durante varias reacciones enzimaticas o por radiacién ionizante {Véase también Fee et al,
1g75). Existe también formacién del radical superéxido durante la fagocitosis leucocitica
{Allen et al., 1g975; DeChatelet et al,, 1974). Winterbourn et al (1975) estipulan que la
deficiencia de SOD podria conllevar a anemia hemolitica del cuerpo de Heinz. Fridovich
{1986} realizé reportes sobre los efectos bioldgicos del radical superéxido.

Caracterizacion de las areas de estudio

Parque Ecologico Chipingne

El Parque Ecolégico Chipinque es un Area Natural Protegida, de indole privado bajo tutela
de un patronato. Se encuentra en la Sierra Madre Oriental, dentro de los limites del
Parque Nacional Cumbres de Monterrey; limita al sur con el parteaguas del macizo
montafioso de la Sierra Madre Oriental, al norte con el fraccionamiento “Joyas del
Venado”, al este con los terrenos del fraccionamiento "Renacimiento” y al oeste con el
fraccionamiento “Olinala”. Tiene una extension de 1825 hectareas ubicadas en su mayor
parte en el municipio de San Pedro Garza Garcia (3,012.97 hectareas), mientras que una
menor propercidn en el municipie de Monterrey (613.03 hectareas) (fmagen 1).

Es considerado uno de los pasajes naturales mas importantes de |z region por su
cercania a la ciudad de Monterrey y por los atractives y servicios que ofrece.

{ OCALIZACION PARQUE ECOLOGICO CHIPINQUE, A.C.

ARGUE ECOLGGICO CHIMMOWE
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Figura 1. Localizacion geografica del Parque Ecolégico Chipinque




Clima

El clima de la Sierra Madre Orientai presenta una distribucion muy compleja, las
diferencias de la temperatura se deben a la cadena montafiosa, produciendo un efecto de
condensacion; genera lluvias que se concentran en |a vertiente este de [a sierra, mientras
que en la vertiente oeste se desarrolla un fendmeno llamado “Sembra Orogréfica”, dando
lugar a llanos con clima seco o semiseco (INEGI, 1996).

Seguin datos obtenidos de la estacion meteorolégica de 1a ciudad de Monterrey, el
Parque Ecoldgico Chipingue se localiza en un tipo de clima semiseco con lluvias marcadas
en verano y con un porcentaje de lluvia invernal de 5 al 10% del total anual.

Temperatura

Las temperaturas promedio anuales varian de 18 a 22°C con una oscilacién térmica de 14
a 16°C durante los meses de mayo y junio, con una maxima entre 25 y 26 °C en el mes
julio y su minima se presenta en enero de 15 a 15°C. En la temporada invernal se
presentan temperaturas extremas que oscilan de o a 4° Clas mas bajas y en la temporada
de verano se presentan temperaturas extremas de 22 a 35°C las més altas.

Precipitacion promedio anpal

La precipitacion media anual oscila entre los 300 y 500 mm. En los meses de mayo a julio,
en los meses de diciembre y enero con una precipitacion media que varia entre los 5 a 20
mm. La humedad relativa entre el 30 y 50%, el nimero de lluvia apreciable oscila entre los
30y 5 mm con una mayor incidencia en el mes de septiembre con un rango de 8o y go
mm.

Vientos dominantes

Los vientos dominantes provienen del noreste y sureste y se presentan de enero a julio;
de agosto a septiembre cambian el curso de dominancia proviniendo del sureste y del
este como respuesta a la actividad ciclonica que provocan lluvias importantes en verano.

Intemiperisinos extremaos

La frecuencia de heladas (temperaturas menores de 0°C) en la regidn son de ¢ a 20 dias al
ano, en lo referente a la frecuencia de granizadas para esta misma drea se reportan entre
oy 2 dias anuales (INEGI, 1996) y aunque no frecuentes, no son raras las nevadas.
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Altitudes

El parque abarca altitudes de 8oo hasta los 2200 metros sobre el nivel del mar (msnm)
dependiendo del punto o paraje a considerar:

La entrada al parque se encuentra a 8oo msnm, el paraje de la zorra a 1,256 msnm,
el paraje canoas (bebederos) 2 1,17¢ msnm, el paraje £l Empalme a 1,270 msnm La
Meseta a 1,270 msnm, el Paraje Delicias a 1,300 msnm el Paraje Las Moras a 1,110 mshm,
el Puerto del Aire a 1,300 msnm, El Pinal a 1,500 msnm, el Paraje Meseta del Epazote a
1,400 msnm, Cumbre ia "M” a 2,000 msnm, Cumbre Las Antenas a 2,500 msnm, Cumbre
La Ventana 2 1,900 msnm y Cumbre Copete del Aguila a 2,200 msnm.

Distancias de veredas

La vereda 1 tiene una longitud de 0.2 km, la vereda 2 de 1.25km, ia vereda 3 de 0.35km,
la vereda La Deslavada de zkm, |a Brecha del Chile de 2.7km, la Brecha de San Agustin de
Lkm, la Brecha de Las Moras de 2.6km y la Bracha El Empalme de 6.7km (Parque
Ecologico Chipinque A.B.P., 2003).

Parque Industrial El Carmen

El parque industrial El Carmen se encuentra en el municipio de El Carmen, ubicado en el
noroeste del estado de Nuevo Leon, México. Colinda al norte con Salinas Victoria, al sur
con General Escobedo, al oriente con Salinas Victoria y al poniente con Abasclo. Tiene
una extension territorial de 131.4 km?® (fmagen 2). Se encuentra a una altitud de 500

msnm.

Pertenece a la regién Il centro periférica en la clasificacidn de regiones del estado y
de |a federacién, llamada asi por ser esta regién la que calinda con el drea metropolitana
de |a ciudad de Monterrey, razodn por la cual fa actividad econdmica, social y cultural del
municipio, se encuentra estrechamente relacionada con el drea metropolitana, ya que la
distancia al centro de |a ciudad capital es sole de 32 km.,
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Figura 2. Localizacion geografica del municipio El Carmen

Localizacion geogrdfice
El municipio de El Carmen se encuentra localizado en las coordenadas: Latitud Norte:

25°56" y Longitud Oeste: 100°21".

Orografia
En el municipio se encuentra el cerro de minas Viejas, el cerro de San Miguel y las Lomas
del Burro, contande con un 15% de zonas accidentadas, 10% zonas semi-planas y 75%

zonas planas.

ilsos det Sucio
De acuerdo a su uso, la superficie del municipio se encuentra distribuida:

Uso Hectareas %
Ganaderia o agostadero 12,228 g93.05
Agricuitura 575 4.37
Areaurbana 217 1.65
Area industrial 120 0.93
Total 13,140 100.0

Tabla 1. Distribucion de la superficie del municipio de El Carmen de acuerdo a su uso
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Hidrografia

Lo cruza el Rio Salinas que nace en el estado de Coahuila y desemboca en el Rio
Pesqueria, ademds, e municipio cuenta con varios arroyos que son: el de los ocotilles, los
negales, el encinal y el arroyo hondo.

Ciima

Es extremoso, con |luvias al aito en los meses de abril, maye, septiembre y diciembre. La
temperatura promedio es de 26°C y las temperaturas maximas extremas son de -2°Cy

£2°C.

Flora
La representa el nogal, el mezquite, el huizache, el ébano, la tenaza, la barreta, la

nacahua y el chaparro prieto y la ufia de gato.

founa

La constituyen especies menores como son: la tdrtola, palomas, aguilillas, tzenzontle,
jacalero, cuervos, hurracas; asi como pequefios mamiferos come son: el tejon, zorrillo,
coyote, jabali, tlacuache hasta puma, oso v tigrille (El Carmen, N.L., 2009).

Especies estudiadas

Género Sceloporus

Clase Reptilia, Laurenti 1768
Orden Squamata Oppel, 1821
Iguania (Cuvier, 1817)
Familia Phrynosomatidae
Género Sceloporus Wiegmann, 1828

La mayoria de los individuos de la familia Phrynosomatidae presentan escamas
fuertemente guilfadas dandoles una textura rasposa, en otros en cambig, las escamas se
han transformado en espinas. Se trata de una familia muy diversa, tanto en sus aspectos
morfelégicos como ecoldgicos, por ello, las caracteristicas que la definen son muy sutiles
y no siempre exclusivas. {Quintero-Diaz y Vézquez-Diaz, 2005} En México se encuentra
representada por nueve géneros y 124 espeties, mas de 7o son endémicas del pais
(Fiores-Villela y Canseco—Maérquez, 2004).

13



Sceloporus torquatus binocularis Punn 1836
Lagartija Espincsa de Montafa

Scefoporus torquatus es una de las especies mas variable en este gran género. El rango
geografico esta casi enteramente confinado a la Meseta Central de México y altas
elevaciones en pendientes periféricas. Estas lagartijas se distribuyen hacia la parte sur del
centro de Nuevo Ledén y el sur de Tamaulipas, pasando por Hidalgo, Puebla y Morelos;
desde ahi hacia el oeste, incluyendo los estades de San Luis Potosi, Durango, México,
D.F., Michoacén, Guanajuato, Zacatecas, Querétaro, Aguascalientes y el este de Jalisco
{Olson, 1590).

Son fagartijas arboricolas o saxicolas. Por lo general habitan en elevaciones aitas,
inclusive frias. Sus poblaciones se hallan en semidesiertos abiertos, pastizales y bosques
mixtos y de coniferas (Olson, 1990).

Los adultos habitan sitios permanentes relativamente estables, como rocas
grandes, bordes de acantilados, o arboles altos con huecos accesibles externamente,
preferenternente en los que la lagartija pueda apretarse para entrar, inflarse y acufiarse a
si mismos. En ciertas localidades, utilizan sistemas de madrigueras elaboradas; estos
sitios se convierten en su domicilio establecido de un macho adulto y generalmente una o
mas hembras adultas. Ei territorio de la unidad familiar depende en grande del habitat,
asi un borde de acantilado, puede ser defendido varios metros alrededor det domicilio.
Por otro lado, una roca aislada o arbol, puede representar ambos: territorio y domiciio.
Sin embargo los adultos a veces atraviesan esas barreras facilmente y buscan comida en
campo abierto {Olsen, 1990).

S. t. binocularis se diferencia de todas las demas especies por: su distintivo collar
nucal, que es muy ancho y partido en tres distintos I6bulos por dos lineas claras que
comienzan en la region postocular y terminan al nive! de los miembros anteriores; por su
coloracion dorsal de gris a parde, y por su gran longitud en los adultos (>105 mm longitud
hocico-cloaca). Los parches ventrales estan separados a través de la linea media y son
azul ligeramente fuerte. Cuentan con pocos poros fernorzles de 11 a 13 de cada lado

{Qlsen, 1990).

Sceloporus serrifer cyanogenys Cope 1885
Lagartija Espinosa de Collar

5u rango de distribucién va desde el centro de Tamaulipas y el centro de Nueve Ledn
hasta el sur de Texas. Esta lagartija es la mas grande de todas [as especies de Sceloporus,
es una especie vivipara. Los machos alcanzan una longitud hocico-cloaca de al menos
14amm, las hembras de 130mm. La longitud de la cola es aproximadamente 1 % veces la
longitud del cuerpe.
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Los machos adultos tienen una coloracién brillante. El dorso es de un azul verdoso
brillante (3 menos que estén a punto de mudar, o durante temporadas frias),
exceptuando |a cabeza, 1a cual es mis o menos cafescsa. Alrededor de la parte posterior
del cuelle pasa un collar negro de una longitud de 3 escamas de largo, un poco mas ancho
a la altura de los hornbros y mas angosto en garganta. El collar negro tiene un borde
amarillo detrds, a veces interrumpido a la mitad del dorso, terminando en el hombro de
cada lado; posee también un borde amarillo enfrente, generalmente interrumpido en
medio por una linea negra y no liega a los costados mas alla que [a altura de la orejs; tiene
un punte azul brillante en el centro del collar negro en cada hombro. No tiene casi
ninguna otra marca dorsal; casi invariablemente estin presentes unos cuanto puntitos
claros, frecuentemente acomodados en pares hasta la mitad del dorso. No hay marcas
distintivas en las extremidades, y las bandas oscuras de la cola nunca estan bien definidas
y bien marcadas.

Ventralmente los machos tienen la garganta y barbiila azul tenue, coloracién que
termina posteriormente en el collar nucal negro. Los costados de la barriga son azul
tenue, y en machos juveniles las reas azul tenve estan bordeadas por una banda delgada
de un azul mas oscuro: en machos mas viejos estas bandas se hacen mas anchas y mas
oscuras, y se extienden hasta la ingle. El pecho puede estar iluminado de azulado en cada
lado, mas a menos conectando las manchas azules de la barriga con el collar nucal negro.
Contrariamente puede ser que el pecho, una banda mediana y ancha en fa barriga y las
superficies ventrales de [as extremidades y la cola son celer blanco o crema.

Las hembras ventralmente son mas oscuras que los machos, y tienen pocas
bandas delgadas, oscuras y cruzadas. La barriga no tiene marcaje alguno. La garganta
estd manchada de gris y tiene una linea longitudinal centrada clara blanquecina. Los
juveniles estan marcados mas o menos como las hembras.

Con respecto a la escamacion, las caracteristicas mas importantes son las escamas
dorsales bastantes grandes, de 32 a 40 desde el occipucio a la base de la colg, las cuales
estdn poco quilladas y fuertemente puntiagudas Unicamente en los costados del cuerpo;
las supraoculares son largas, pero 1 a 3 estan generalmente divididas en dos; nunca se
presenta una doble fila regular supraocular, y raramente se presenta una fila sencilla;
estdn completamente rodeadas por una fila de escamas pequefias. Las escamas medias
de la cabeza son largas y varian poco en niimero y posicién. La preocular es raro que se
encuentre dividida; la fila interior de sublabiales termina en la parte posterior de fa sutura
entre la sequnda y la tercera infralabial, y las dos filas de lorilabisles generalmente estdn
completas debajo de la subocular, raras veces estan reducidas a una en cualquier punto
debajo de esa escama. Los poros femorales varian de 12 3 17 en cada lado.

Las caracteristicas que permiten identificar y separar esta especie de cualquier
otra lagartija son: su gran tamaro, la coloracion azul, la falta de lineas negras distintivas
hacia la punta de la cola, los supracculares irregulares y las muy regulares escamas
medianas de la cabeza (Smith, 1938; 1939; 1979; Taylor, 1931).
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JUSTIFICACION

El presente trabajo se plantea considerando la necesidad de evaluar las repercusiones que
el hombre esta provocando en habitats naturales de otras especies, asi como la necesidad
de incrementar la informacién existente sobre ecotoxicologia en reptiles. Las lagartijas
del género Sceloporus estan siendo afectadas en gran medida por plaguicidas ya que en
muchas ocasiones su dieta se basa en insectos; ademas son especies cosmopolitas y al
desarrollar con ellas una metodologia de analisis no letal, se puede lograr un punto de
partida para desarrollar estudios de impacto ambiental, de restauracion y evaluaciones de
riesgo ecoldgico, asi come también dar bases para ser utilizadas en futuras
investigaciones.

OBJETIVOS
GENERAL
e Realizar una comparacion de bicindicadores enzimiticos de estrés vy
contaminacion (esterasas, GST y SOD) en especies dei género Sceloporus entre
dos sitios con distintos impactos antropogénicos.

PARTICULARES
Comprobar que los niveles de actividad de esterasas, GST y SOD se presentan en
especies del género Sceloporus proporcionalmente en TDC  comparado
principalmente con plasma e higado.
<+ Obtener datos biolégicos y muestras de TDC en Sceioporus serrifer eyanogenys y
Sceloporus torquatus binocularis en sitios con distintos impactos antropogénicos.
% Determinar los niveles de actividad de enzimas bioindicadoras en las muestras de
TDC:
A. Medicién de esterasas:
» (olinesterasas (AChE y BChE)
» Carboxilesterasas (CxE)
s Al Py fosfatasas &cidas (ACP).
B. Medicion de lz enzima GST.
C. Medicién de la enzima SOD.
<+ Comparar |z actividad enzimatica intersexval en Sceloporus torquatus binocularis en el
Parque Ecologico Chipingue.
< Comparar la actividad enzimatica en Sceloporys serrifer cyanogenys entre los dos sitios
de estudic.
% Evaluar si existe diferencia estadisticamente significativa entre las actividades de cada
vna de las enzimas anzlizadas entre los sitios de muestreo.

e

*
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HIPGTESIS

El analisis de |a actividad de esterasas, GST y SOD en tejido de cola de {as especies
Sceloporus serrifer cyanogenys y 5. torquatus binocularis puede ser utilizado como
bioindicador de estres y contaminantes ambientales.

METODOLOGIA

Trabajo de Campeo
Entre los meses de Mayo y Junio se realizaron salidas 2 campo al "Parque Ecoldgico
Chipingue” y al "Parque Industrial E} Carmen®. Cada visita se llevd a cabo durante el
transcurso de un dia, desde las 9:00 hrs, hasta las 18:00 hrs.

Métode de captura

En el “Parque Ecolégico Chipingue”, cada dia del muestreo se decidia la vereda 2
recarrer, dependiendo de las condiciones climaticas diarias y ias caracteristicas
fisiogréficas de la vereda, buscando la mayor abundancia de Sceloperus serrifer
cyanogenys y 5. torquatus binoculans posible. Eltransecto a recorrer tuvo la longitud dela
vereda elegida, realizando busqueda visual de los organismos.

En el parque industrial “"El Carmen” se realizé la bisqueda de Sceloporus serrifer
cyanogenys, sobre las paredes perifénicas a las industrias, con transectos al azar, pues
dependid de la dispersion de los organismos por cada dia,

Los organismos fueron capturados manualmente o por medio de un lazasaurio
(herramienta similar a una laza peiros pero modificada para su uso en lagartijas).
Inrhediatamente después de su captura se registraron los siguientes datos:

*» Fecha

¢ Hora

* NuUmero de muestra

¢+ Coordenadas

« Altitud

e Ternperatura ambiental

¢ Temperatura del sustrato
¢ Humedad relativa

¢ Estado deltiempo

s Vegetacion

e Vereday kilémetro de la misma
* Sustrato

s Actividad

« Viento

s Especie

e Género

¢ Estadio (considerando como adultos a los individuos > 78 mm y como juveniles a
los individuos < 78 mm}).
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e Longitud hocico-cloaca (LHC) y longitud cloaca-cola {LCQO)
® Peso

e« Ancho maximo de |z base de la cola

+ Existencia o no de regeneracién de cola

* Registro fotografico

Obtencidn de muestras

Posteriormente, se colectaron entre 3 y 5 centimetros de TDC mecanicamente. La
muestra fue inmediatamente colocada en un tubo, previamente marcado, con especial
resistencia para soportar su almacenarniento en nitrégeno liquido; y éste fue colocado en
una hielera a aproximadamente 4°C para su transporte al laboratorio de ecofisiolagia al
final del dia, donde fueron almacenadas en un ultracongelador aproximadamente a -70°C
hasta su procesamiento.

Se obtuvieron g muestras de TDCs de hembras, 10 TDCs de machos y 1 cria de
Sceloporus serrifer cyanogenys; y 2 muestras de TDCs de hembras y 5 TDCs de machos de
de S. torquatus binocularis. Colectando un total de 27 mwestras de TDCs en el "Parque
Ecolégico Chipinque”.

Mientras que en el “Parque Industrial Ef Carmen” se colectaron Unicamente
individuos de Sceloporus serrifer cyanogenys; celectandoe 10 muestras de TDCs de machos
y 17 de TDCs de hembras; obteniendo 27 muestras de TDCs en este sitio,

Se colectaron en total 54 muestras de TDCs al final del trabajo en campo.

Trabajo de laboratorio

El trabajo de laboratorio se llevo a cabo en el Laboratorio del Grupo de Ecofisiologia dei
Departamento de Ecologia de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad
Autdnoma de Nuevo Ledn, con la previa estandarizacion de las técnicas utilizadas en esta
investigacion.

Elaboracién de extractos enzimaticos

Las muestras individuales de TDC almacenadas en un ultracongelador SO-LOW
modelo (85-9; se pesaron en una balanza analitica digitel OHAUS modelo EXPLORER,
para determinar el peso de la muestra; posteriormente se cortaron lo mas finamente
posible y se homogenizaron durante 4 minutos en Buffer tris-HCl 50 mM pH 7.1 en una
proporcién 1.z0 (pesofvelumen) en un Homogenizador Glas-Col® de 4000 rpm (996.82 g}
de maxima velocidad. Los homogeneizados se colocaron en tubos eppendorf (microtubos
graduados con capacidad de 1.7 ml) y centrifugaron durante 30 minutos a 14,000rpm
(20854.4 g) a 4°C. El sobrenadante fue removido de la capa de grasa y separado en
alicuctas, que a continuacidn fueron almacenadas en un ultracongelador hasta que se
realizo el analisis enzimatico.
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Anglisis enzimatico

La cinética enzimatica se determina por la variacidn de absorbancia (a diferente longitud
de onda, dependiendo la enzima a analizar) durante el tiempo de actividad de la
acetilcolinesterasa, butirilcolinesterasa, carboxilesterasa, fosfatasas alcalinas, fosfatasas
acidas, glutation-S-transferasa y superdxido dismutasa, mediante una lectura
espectrofotométrica en un espectrofetémetro modelo SPECTRONIC® GENESYS 2 o un
tector de microplacas medelo Sunset®.

Concentracién de proteina en extractos enzimaticos
Para determinar la concentracién de proteina se wutilizd una modificacion del método de
Bradford (1976) adaptado para su uso en microplacas, para lo cual se elabord un ensayo
colocando 10 L de extracto enzimatico y 200 plL de solucion de trabajo de Bradford en
cada pozo con un total de tres repeticiones para cada muestra; posteriormente, se realizo
una lectyra espectrofotométrica de las microplacas a 620nm durante 6o segundos en
agitacion. Se utilizd suero de albdmina bovina come proteina estandar.

Expresando la actividad enzimatica como el incremento de absorbancia por
minuto por miligramo de proteina en los extractos.

Acetilcolinesterasa

Se siguid la metodologia descrita por Ellman et al. {1961) modificada para su aplicacion en
microplacas por Huang et al. {3997). Se utilizaron microplacas para la medicion de AChE,
y se coloed en cada pozo: 10 ul de extracto enzimatico, 280 pL de Acide
Ditionitrobenzédico (DTNB) .0.1M en Amortiguador Salino Fosfatado (PBS)
preferentemente a pH 8.0 y 10 plL de sustrato (acetiltiocolina 0.015M en agua
bidestilada). Blances conteniendo reactivo, mas no extracto enzimatico, fueron utilizados
como control. Para cada extracto enzimadtico se realizaron tres replicados,
inmediatamente después se realizé la lectura de absorbancia a 405 nm en un lector de
microplacas modelo Sunset®,

Butirilcolinesterasa

Se siguio la metodologia descrita por Ellman et al. (1661) modificada para su aplicacidn en
microplacas por Huang et al. {1997). Se utilizaron microplacas para la medicién de BChE, y
se colocd en cada pozo: 10 pL de extracto enzimatico, 280 4L de DTNB o0.1M en buffer
PBS preferentemente a pH 8.0 y 10 gL de sustrato (butiriltiocolina c.015M en agua
bidestilada). Para cada extracto enzimético se realizaron tres replicados, inmediatamente
después se realizd la lectura de absorbancia a 405 nm en un lector de microplacas modelo
Sunset®,
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Carboxilesterasas

Se siguid la metodologia descrita por Ellman et al. (1961} meodificada para su aplicacién en
microplacas por Huang et al. (1997). Se utilizaron microplacas para la medicion de CxE, y
se colocd en cada pozo: 10 pL de extracto enzimatico, 200 pl de buffer tris-HC pH 7.7y
200 pl sustrato {p-Nitrofenil acetato 2mM en buffer tris-HCI pH7.1). Para cada extracto
enzimatico se realizaron tres replicados, inmediatamente después se realizd la lectura de
absorbancia a 405 nm en un lector de microplacas modelo Sunset®,

Fosfatasas alcalinas

Se utilizo el método descrito por Moyano et al. {1996). En cada poze de la microplaca se
colocaron: 10 pl de extracto enzimatico, 200 plL de Buffer Dietanolamina 1.0 M (pH 9.8}
con somM MgCl2 y 100 pb de sustrato (4-nitrofenil fosfato al 2% en buffer de
Dietanolemina). Para cada extracto enzimaticoa se realizaron tres replicados,
inmediatamente después se realizd |a lectura de absorbancia a 405 nm en un lector de
microplacas modele Sunset®.

Fosfatasas dcidas

Se utilizé como sustrato de acuerde al método descrito por Moyano et al, {1996). En cada
pozo de la micropiaca se colocaron: 10 plL de extracto enzimdtico, 200 pL de Buffer de
Acetato de Sodio 0.2M {pH4.8) con somM MgClz y 100 pl. de sustrato (4-nitrofenit fosfato
al 29 en buffer de acetato de sodio). Para cada extracto enzimatico se realizaron tres
replicados, inmediatamente después se realizd la lectura de abserbancia a 405 nm en un
lector de microplacas modelo Sunset®,

Gluratién-S-Transferasa

La actividad de la GST se analizo de acuerdo al siguiente principio: la GST cataliza la
conjugacion de L-glutation con 1-cloro-z2, 4-dinitrobenzeno (CDNB) a través del grupo tiol
del glutation. El producto de la reaccién es el conjugado GS-DNB el cual absorbe a 340
nm. La tasa de incremento en la absorcién es directamente proporcional a la actividad de
GST enla muestra.

Para evaluar la actividad de GST en los extractos enzimaticos se utilizaron cubetas
de cuarzo en [as cuales se colocd por triplicado 10 UL de extracto enzimatico. En el blanco
se colocd 1 mL de buffer de Dulbecco’s y en las restantes se colocaron g8o L de buffer de
Dulbecco's, 10 pl de L-glutatidn reducido 200 mM v la reaccion se inicid agregando 10 pt
de CDNB 100 mM. Se cubrieron las cubetas y se mezclé por inversién, inmediatamente
después se realizaron las lecturas espectrofotométricas a 340 nm cada 30 segundos
durante un periode de 5 minutes en un espectrofotometro modelo SPECTRONIC®
GENESYS 2, utilizando reactivos de la marca SIGMA.

La linealidad de la reaccion se determind trazando los valores de absorbancia
contra tiempo y la actividad especifica de GST se calculd mediante la siguiente ecuacion:
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(A Azno) min X V(mLE) x dil. =pumL/mL /min/mgde proteina
emM X Venz{mL)

dil. = factor de dilucion de los extractos enzimaticos

emM = coeficiente de extincion de CDNB conjugado a 340 nm (3.6 mM ™)
V = volumen de reaccion (1.2 ml)

Venz = volumen de muestra analizado (10 pL)

Superéxido Dismutasa

Se utilizaron microplacas para la medicién de SOD utilizando un kit de la empresa FLUKE.
Se colocaron 200 pL de detector radical (sal de tetrazolium) en cada pozo y 10 pL de
extracto enziméatico por duplicado vy la reaccién se inicid agregando 20 pl de xantina
oxidasa en todos los pozos, catalizando asi, la liberacion de radicales superdxido (0,1, los
cuales son detectadas por la sal de tetrazolium. Se realizé un blanco 2 para cada muestra
colocando 20 pl de extracto enziméatico, 200 pi de detector radical y 20 uL de Buffer, Se
realizaron tres replicados del blanco 1, colocando 20 pL de agua bidestilada, 200 pL de
detector radical y 20 pb de xantina oxidasa. Para el blanco tres también se realizaron tres
replicados colocando 20 pL de agua bidestilada, 200 pl de detector radical y 20 UL de
Buffer. La concentracién de radicales es inversamente proporcional a la actividad de SGD
en las muestras. La microplaca se incubd durante 15 minutos a 37°C y se realizé una
lectura de absorbancia a 450 nm en un lector de microplacas modelo Sunset®.

La actividad de la SOD se calculd con la siguiente ecuacion:

Actividad SOD = {[(A blanco 1 - Ablanco 3} - {A muyestra — A blanco 2}]i X 100
{Ablanco 1 - Ablanco 3}

Comprobacién en especie del género Sceloporus

Para poder demostrar que el tejido de la cola mostraba la actividad enzimatica suficiente
para obtener resultados, se realizé un analisis enzimatico previo a la investigacion a gran
escala con el fin de determinar: 1) que |as enzimas por analizar en efecto se presentaban
en organismos del mismo género a muestrear, y 2} determinar si el tejido de la cola era
capaz de darnos la suficiente informacion en relacién a los demas 6rganos para poder
desarrollar una metodologia no letal. Por la época del afe, el dnico organismo que pudo
ser facilitado fue un adulte macho de Sceloporus consobrinus proveniente del municipio
de Garcia, Nuevo Leén. El individuo fue sacrificado por medio de la congelacion y a
continuacion se le realizé una diseccion extrayendo intestinos, testiculos, estdmago,
cuerpos grasos, higado, corazon, pulmones, tejido de cola, falanges y plasma. Cada una
de las muestras fue almacenada con su rétulo adecuado en nitrégeno liguido. La
metodologia ejecutada en cada uno de los tejidos fue la misma que se wutilizd en la
investigacion. Las enzimas que se pudieron analizar fueron AChE, BChE, CxE, ALP y SOD,
mas no se pudieron analizar todos los tejidos para todas las enzimas. ‘
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RESULTADOS

El rango de altitud donde fue colectada la mayoer proporcién de organismos fue de 535 a
539 msnm (Figura 3).

1280-1259 1300-1310

525-520

/ 12601275

o o 530-534
1240-1259
12201239 __[* —_
12001219 __|
1080-1099
1020-1039 535-539
980-999
960-979

Figura 3. Distribucién de organismos de Sceloporus colectados segin el rango de altitud
{msnm) en el que se encontraron

La temperatura ambiental mas favorable para encontrar individuos fue de 26°C a
29.9°C (Figura 4}.

39°Ca41.9°C  42°Cad4.9°C 20°Ca 22.9°C
5 ; 5

23°Ca 25.9°C

7

36°Ca389°C
9

26°C 2 29.9°C
33°Ca 35.9°C 12

7

30°Ca 32.9°C
7

Figura 4. Rangos de temperatura (°C) en los que fueron colectados los crganismos, con el
respectivo nimero de organismos {n} colectados bajo cada rango
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Elrango de temperatura del micrositio preferido por los individuos colectados, fue
el mismo que el preferido de temperatura ambiental, de 26°C a 29.4°C (Figura 5).

38°C 2 38.9°C <20°C___20°Ca 22.6°C
37°Ca 37.9°C 3
5 23°C325.9°C
2
N ~i L 26°C3299°C
36°C 2 36.9°C B T v
0. - : ey
LN, 33°Ca359T > C‘383_2.9‘c_
o U |t EEE G g
- v -._'_(
e » ot
I aaritey
g k
S Liherk

Figura 5. Rangos de temperatura de los micrositios donde fueron encontrados los
organismos de Sceloporus, con el respectivo nimero de individuos colectado en cada

rango

El Rango de Humedad Relativa donde se colectd un mayor nomero de individuos
fue de 35 a 39.9% HR (Figura 6).

60% a 64.9% 75% 3 79.9% _80% a 84.9% 25% a 29.9%
1 4 1 4
55%a 59.9% . R
50% a 54.9% 7 30%3 34.9% -
1 f S - :
15%a299% -
5 . -
L S
BIw S S ST E R
= TresE
\'\’t‘:‘*'

Figura 6. Rangos de humedad relativa del ambiente al momento de encontrar los
organismos de Sceloporus, con el respectivo nimero de individuos colectado en cada
rango.
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La hora mas propicia para encontrar Sceloporus fue de 2 a 2:59 p.m. (Figura 7).

14:002 14:59 b_rs.. B, 1'5:00 a
0 fF 1558 hrs:

o : 17:00 3 17:59
13:00:223:59 hrs S hes

12:00'3 12:59
his -

11:002"\!
11:59 hrs

Figura 7. Proporcion de los individuos de Sceloporus capturados categorizados en los
rangos de horas del dia en los que se realizaron las colectas

Las especies del género Sceloporus como la mayoria de los reptiles es mas
frecuente encontrarlos cuando el dia se presenta soleado (Figura 8).

[1Soleado OSoleado/Nublado O Nublado/Soleado EIN n

Figura 8. Nimero de individuos colectados, bajo las diferentes condiciones
climatolégicas que se registraron al momento de la captura de cada individuo de
Sceloporus. La primera leyenda corresponde a la primera columna y asi sucesivamente
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El sustrato por el que la mayoria de los individuos de 5. serrifer optaron fue la
pared de ladrillo {Figura g), mientras que S. torquatus es una especie mas arboricola
(Figura 10}.

Arbol 2%

Roca
15%

Pared de
casa/cabafia
11%
Pared de
ladrillo
57%

Pared de roca W -
15%

Figura 9, Porcentaje de organismos de S. serrifer encontrados en los diferentes sustratos

Pared de roca
14%

Figura 10. Porcentaje de organismos de S. torguatus colectados en los diferentes
sustratos en el Parque Chipinque
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La mayoria de los individuos fueron colectados cuando la fuerza del viento fue
menor a 26% de rango subjetivo (Figura 212).

B80% viento

60% vientg

40% viento

10% viento

= 25% viento

Figura 11. Proporcién de los organismos de Sceloporus colectados, categorizados en
rangos subjetivos del porcentaje de fuerza del viento que se apreciaba al momento de
realizar cada captura

En el Parque Chipinque la vegetacidon preferida por los organismos fue encino
{Figura 12).

Submontano Encino /

Submontano

Submontano/
Encino

Pino-Encino

Encino-Pino

Encino

Figura 12. Proporcién de los organismos de Scefoporus colectados, de acuerdo al tipo de
vegetacidn en que se encontraron en el Parque Chipinque
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En El Carmen no existen veredas predeterminadas, por lo gue, al igual que la
vegetacion, las veredas fueron Unicamente documentadas para el Parque Chipingue. La
vereda donde hubo un mayor ndmero de capturas fue la de El Chile (Figura 13}

Las Moras Meseta

El Chile

Empalme

Delicias Tubo enterrado

San Agustin

Figura 13. Proporcién de la distribucion de los organismos colectados en el Parque
Chipinque dependiendo de la vereda

La localidad donde se colectd un mayor niUmero de organismos fue en El Carmen
{Figura 14).

Chipingue £l Carmen
N=26 N=27
49% 51%

Figura 14. Proporcion de individuos colectados en cada localidad con respecto a la
totalidad de individuos colectades durante todo el estudio
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Sceloporus serrifer cyanogenys fue la especie de la que se obtuvo un mayor nimero
de muestras (Figura 15).

0 5. torquotus
. . N=7
Figura 15. Proporcion 13%

¥ nimero de
individuos colectados
de cada especie, con
respecto a la totalidad
de individuos
colectados durante
toda la investigacién

LY 5. serrifer
N=46
8%

Durante toda la colecta se encontré un mayor nomero de machos (Figura 16} asi
como mayor ndmero de adultos (Figura 17).

Figura 16. Proporcién y niimero de
individuos de cada género, con 5cn0s

respecto a la totalidad de n=30 Hilﬂjg;as
individuos colectados durante 57% 4;%

toda la investigacion

Juveniles
N .. . N=10
Figura 17. Proporcion y nimero 19%

de individuos colectados segiin
el estadio, con respecto a la
totalidad de individuos
colectados durante toda Ia
investigacion

Adultos
N=43
81%
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Los individuos mas colectados fueron 5. serrifer machos adultos de Eb Carmen
(Figura 18).

Figura 18. Ndmero de individuos
colectados ubicados en categorias
segun los factores de: localidad,
especie, estadio y género. A: El
Carmen S. serrifer hembra adulto B:
El Carmen S. serrifer macho adulto
C: Parque Chipinque S. serrifer E6
hembra adulto D: Parque Chipinque
S. serrifer macho adulto E: Parque
Chipinque $. serrifer hembra juvenil
F: Parque Chipinque S. serrifer
macho juvenil G: Parque Chipinque
S. torquatus hembra adulto H:
Parque Chipinque 5. iorquatus
macho adulto I: Parque Chipinque
5. torquatus hembra juvenil J):
Parque Chipinque 5. torquatus
macho juvenil.

Sobre el sisterna de bloques organizado para el analisis estadistico, el Bloque CSH
fue el que contd con un mayor nimero de individuos (Figura 19).

Figura 19. Proporcion y numero de PTM N=5
individuos perteneciente a cada PTH Ne32 10%
bloque. CSH: Hembras de Sceloporus 4%
serrifer cyanogenys de El Carmen.

CSM: Machos de 5. serrifer
cyanogenys de ElI Carmen. PSH:
Hembras de S. serrifer cyanogenys
del Parque Chipinque. PSM: Machos
de S. serrifer cyanogenys del Parque
Chipinque. PTH: Hembras de
Sceloporus torquatus binocularis del
Parque Chipinque. PSM: Machos de
S. torquatus binocularis del Parque
Chipingue.

CSM  N=10
19%
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Anélisis enzimatico en Sceloporus consobrinus

Acetilcolinesterasa

La zbsorbancia para Acetilcolinesterasa (Figura 20) muestra una pendiente positiva para
todos los tejidos, siendo el higado el tejido con valores més altos, sin embargo se aprecia
mas la pendiente de la cota observandola en la Figura 21, bajo su propio rango (los demas
drganos pueden ser apreciados por separado en el Anexo ).
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Figura 20. Absorbantia durante el tiempo de actividad de AChE en distintos tejidos
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Figura 21. Absorbancia durante el tiempo de actividad de AChE en cola

El higado es el érgano con mayor actividad de AChE {Figura 22), relacionado con que la
sintesis de esta enzima se lleva a cabo en dicho drgano.

Actividad enzimatica AChE
A Abs{min/mg prot

B Cpos. Brasos = testiculos 2 cola i higado

Figura 22. Comparacion de la actividad enzimatica de AChE en diferentes tejidos

32



Butirilcolinesterasa

La absorbancia para Butiriicolinesterasa (Figura 23), al igual que la AChE, mostrd una
pendiente positiva en todos los tejidos, siendo la actividad en testiculos practicamente
despreciable. A pesar de ello es mas apreciable la pendiente de [a cola por separado en la
Figura 24 (para analizar las pendientes de los demas drganos véase Anexo Il).
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Figura 23. Absorbancia durante el tiempo de actividad de BChE en distintos tejidos
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Figura 24. Absorbancia durante el tiempo de actividad de BChE en cola
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Carboxilesterasa
Se maostraron valores de mayor absorbancia durante el tiempo de actividad de la

Carboxilesterasa comparada contra las enzimas previamente revisadas (Figura 25);
siendo el higado el drgano con una mayor absorbancia impidiendo una buena definicién a
simple vista de la pendiente de los demas érganos, mas se puede revisar la pendiente
particular de la cola en la Figura 26 (para revisar las pendientes particulares de cada
érgano bajo su propio rango véase Anexo llI).
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Figura 25. Absorbancia durante el tiempo de actividad de CxE en varios tejidos

34



07

0.4 -
0.3 - —p—Cola
0.2
01

0 - T T

prot. pg/ml

Absorbancia {CxE) :

Tler%'lpo (minuqtos)

Figura 26. Absorbancia durante el tiempo de actividad de CxE en cola

Fosfatasas alcalinas
La cinética de fosfatasas alcalinas solamente se realizé en 3 tejidos (Figura 27),
presentandose Ja mayor actividad en cuerpos grasos.
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Figura 27. Comparacién de la actividad enzimatica de ALP en diferentes tejidos
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Superéxido Dismutasa
La cinética de 1a SOD también se realizd unicamente en 3 tejidos {Figura 28),
presentandose la mayor actividad en higado.

dela
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dad de SOD
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Figura 28. Comparacidn de |a actividad enzimdtica de SOD en diferentes tejidos
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Analisis enzimatico en S. serrifer v . torquatus

Para el andlisis de los resultados de las actividades enzimaticas, los datos fueron
agrupados en seis bloques (Tablaz), considerando como factores la locatidad [El Carmen
(C); Parque Chipingue (P)], la especie [S. serrifer cyanogenys (S); S. torquatus binocularis
(T} y el sexo [hembra (H); macho (M)]. Para cada espécimen se realizaron 2 ¢ 3
repeticiones analiticas de la actividad enzimatica.

FACTOR1 | FACTOR2 FACBTOR Bs |AChE |BChE |CxE |ALP |ACP!SOD | GST
Rz Ri [Ri|Rx1{ Ry | R | Ra
Her;bras CSH| Rz | R2 [R2|R2 | R2 | R2 | R2

EL Scelo,t_uorus 1 R3 R3 |R3| R3 | R3
CARMEN | :i’;’g:; s o Ri | R2 |Ra|R1 | Ra | Rt | Ra
4 4 aBCh‘” CSMi R2 | R2 |R2|R2 | R2 | Rz | R2

z R3 R3 |R3 | R3 | R3
R1 Ri1i [R1 | R1|{R1{R1 Ra
He"gbras PSH| Rz | R2 |R2 | R2 | Rz | R2 | R2

PARQUE Sce[o,t?orus 3 R3 R3 |R3 | R3 | R3
CHIPINQUE| ;z;”:; . R1 | Rt |Ri| R1| R | R1 | Ra
yanogeny Mchhos PSM| R2 | Rz |Ra|R2 [ Rz | R2 | R2

4 R3 R3 {R3 | R3 | R3
R1 Ri |R1|Ra|R1| R | Ra
Hegbras PTH| Rz | R2 [R2|R2 | R2| Rz | R2

PARQUE S;Zi;?ﬂ‘;ﬁ’: > R3 | R3 |R3 | R3 | R3
CHIPINQUE| e | Machos R1 | R1 |R1|R1| R1|R1 | Ra
B6 PTMI Rz R2 |Rz2| Rz | Rz R2 | Rz

R3 | R3 [R3[R3|R3| |

R =replicade B =bloque

BLOQUES=> C=ElCarmen
S = 5. serrifer T=S. torquatus
H=hembra M=macho

P = Parque Chipinque

Tabla 2. Distribucion de la actividad enzimitica en un sistema de blogques
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ACETILCOLINESTERASA (AChE)

El anélisis de varianza (ANOVA) no mostré diferencia significativa entre ninguno de los
bloques (F=2.151, gl=152, p=.063}. Sin embargo, sin ser estadisticamente significativo, se
aprecia una mayor actividad en machos en comparacion ¢en las hembras de cada especie
ylocalidad (Figura 29). Asi como también una actividad ligeramente mayor en los machos
y hembras de la localidad de El Carmen (CSM; CSH) en comparacion de los machos vy
hermbras del Parque Chipinque (PSM; PSH) de la misma especie (5. serrifer cyanogenys).

2.6
24 A4

22 Tt A A A

1.781481177
1612366693 I iR

p ~257459892—

|

Actividad de AChE: A abs/min/mg prot

0.2 % B ¢ : : . — S
o e 2 el
= CSH Z(CSM z PSH & PSM = PTH @=m PTM
n=16 n=1Q n=9 n=9 n=2 n=5

Figura 29. Grafica de los niveles de la actividad de AChE, después de la realizacion de
tres lecturas para cada muestra, calculando los niveles de actividad como el incremento
de absorbancia a 405 nm por minuto por miligrame de proteina, analizada en seis
blogues de dos distintas especies de Sceloporus y dos distintas poblaciones. CSH:
Hembras de Sceloporus serrifer cyanogenys de El Carmen. CSM: Machos de S. serrifer
cyanogenys de El Carmen. PSH: Hembras de S. serrifer cyonogenys del Parque
Chipinque. PSM: Machos de $. serrifer cyanogenys del Parque Chipinque. PTH: Hembras
de Sceloporus torquotus binocularis del Parque Chipingue. PSM: Machos de 5. torquatus
binocularis del Parque Chipingue. Cada columna indica la media de actividad enzimatica
perteneciente a cada bloque con su respectiva desviacion estandar. Los grupos sin
diferencia significativa que revelé el ANOVA (p = 0.63), estdn etiquetados con la misma
letra: A, B, C y D. El nimero {n) de muestras analizadas en cada bloque esta debajo de la

etiqueta de cada blogue.
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BUTIRILCOLINESTERASA (BChE}

El ANOVA mostré diferencia significativa en las medias entre los bloques (F=4.218,
gl=149, p=.001}). Se utilizd el método de comparacion muitiple de Tukey HSD, utilizando
la media arménica (Prueba de Levene= .472), encontrando diferencia significativa entre
los Bloques CSM y PTH con respecto al Bloque PSH, teniendo éste una actividad
enzimatica menor. Mostrande que entre machos no se encontré diferencia significativa.
Como en el caso de la actividad AChE, también se observa una actividad ligeramente
mayor en los machos y hembras de |a localidad de El Carmen (CSM; CSH) en comparacién
de los machos y hembras del Parque Chipinque (PSM; PSH) de la misma especie (5.
serrifer cyanogenys) (Figura 30).
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Figura 30. Grafica de los niveles de la actividad de BChE, después de la realizacién de
tres lecturas para cada muestra, calculando los niveles de actividad como el incremento
de absorbancia a 405 nm por minuto por miligramo de proteina, analizada en seis
bloques, siendo CSH: Hembras de Sceloporus serrifer cyanogenys de El Carmen. CSM:
Machos de 5. serrifer cyanogenys de El Carmen. PSH: Hembras de S. serrifer cyanogenys
del Parque Chipinque. PSM: Machos de S. serrifer cyanogenys del Parque Chipinque.
PTH: Hembras de Sceloporus torquatus binocularis del Parque Chipinque. PSM: Machos
de 5. torquatus binocularis del Parque Chipinque. Cada columna indica la media de
actividad enzimatica perteneciente a cada blogue con su respectiva desviacion estandar.
Los grupos sin diferencia significativa que reveld el ANOVA (p = .001), estan etiquetados
con la misma letra: A, B, C y D. El nimero {n) de muestras analizadas en cada bloque
esta debajo de la etiqueta de cada bloque.




CARBOXILESTERASA (CxE)

El ANOVA mostré diferencia significativa en las medias entre los bloques (F=75.646,
gl=152, p<.oo1). Se utilizd la prueba de comparacion miltiple de Games-Howel! (Prueba
de Levene <.001), encontrando una distincion radical entre el Bloque CSH y CSM respecto
a todos los demds, separando drasticamente la localidad de El Carmen de el Parque
Chipinque. De la misma forma que en las enzimas anteriores (AChE y BChE) también se
observa una ligera mayor actividad enzimatica en los machos con respecto a las hembras
en 5. serrifer de ambas localidades (Figura 31).
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Figura 31. Grafica de los niveles de la actividad de CxE, después de la realizacion de tres
lecturas para cada muestra, calculando los niveles de actividad como el incremento de
absorbancia a 405 nm por minuto por miligramo de proteina, analizada en seis bloques,
siendo CSH: Hembras de Sceloporus serrifer cyanogenys de El Carmen. (SM: Machos de
S. serrifer cyanogenys de El Carmen. PSH: Hembras de S. serrifer cyanogenys del Parque
Chipinque. PSM: Machos de S. serrifer cyanogenys del Parque Chipinque. PTH: Hembras
de Sceloporus torguatus binocularis del Parque Chipinque. PSM: Machos de $. torquatus
binocularis del Parque Chipinque. Cada columna indica la media de actividad enzimatica
perteneciente a cada bloque con su respectiva desviacion estandar. Los grupos sin
diferencia significativa que reveld el ANOVA {p < .001}, estdn etiquetados con [a misma
letra: A, B, C y D. El nimero {n) de muestras analizadas en cada bloque esta debajo dela
etiqueta de cada blogue.
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FOSFATASAS ACIDAS (ACP)

El ANOVA mostré diferencias significativas (F=4.515, gl=149, p=.001) las cuéles fueron
identificadas utilizando la prueba de Games-Howell (Prueba de Levene =.001). En la
Figura 32 se observa que los bloques CSM y PSH fueron distintos de los bloques PSM y
PTM; Mientras que los blogues CSH y PTH no presentaron diferencia significativa con
todos los anteriores. Encontrando por ello, una diferencia significativa entre los machos
de El Carmen en comparacién con los del Parque Chipinque y también una diferencia
significativa entre hembras y machos de S. serrifer del Parque Chipinque.
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Figura 32. Gréafica de Jos niveles de la actividad de ACP, después de la realizacion de tres
lecturas para cada muestra, calculando los niveles de actividad como el incremento de
absorbancia a 405 nm por minuto por miligramo de proteina, analizada en seis bloques,
siendo CSH: Hembras de Sceloporus serrifer cyanogenys de El Carmen. CSM: Machos de
S. serrifer cyanogenys de El Carmen. PSH: Hembras de 8. serrifer cyanogenys del Parque
Chipinque. PSM: Machos de $. serrifer cyanogenys del Parque Chipinque. PTH: Hembras
de Sceloporus torquatus binocularis del Parque Chipinque. PSM: Machos de $. torquatus
binocularis del Parque Chipingue. Cada columna indica la media de actividad enzimatica
perteneciente a cada bloque con su respectiva desviacion estandar. Los grupos sin
diferencia significativa que revelé el ANOVA (p = .001), estan etiquetados con la misma
letra: A, B, Cy D. El niimero {n) de muestras analizadas en cada bloque esta debajode la
etiqueta de cada bloque.
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FOSFATASAS ALCALINAS (ALP)

Ef ANOVA expuso una diferencia significativa entre las medias de los grupos (F=15.706,
gl=152, p<.001). Para las diferencias intergrupales se realizd la prueba de Games-Howell
{Prueba de Levene <.001), la cual exhibid diferencias de los bloques CSHy CSMrespecto a
los bloques PSM, PTH y PTM. También hay una diferencia significativa entre el bloque
PSH en comparacién con el PTM., Siendo en los organismos del Parque Chipinque mayor
la actividad ALP particularmente marcada al comparar entre los machos de fas dos
poblaciones (Figura 33). ). Asi, para analizar diferencias en esta enzima es mas factible

utilizar los machos.
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Figura 33. Grafica de los niveles de la actividad de ALP, después de la realizacion de tres
lecturas para cada muestra, calculando los niveles de actividad como el incremento de
absorbancia a 405 nm por minuto por miligramo de proteina, analizada en seis bloques,
siendo CSH: Hembras de Sceloporus serrifer cyanogenys de El Carmen. CSM: Machos de
S. serrifer cyanogenys de El Carmen. PSH: Hembras de 5. serrifer cyanogenys del Parque
Chipinque. PSM: Machos de S. serrifer cyanogenys del Parque Chipinque. PTH: Hembras
de Sceloporus torquatus binocularis del Parque Chipinque. PSM: Machos de . torquatus
binocularis del Parque Chipinque. Cada columna indica la media de actividad enzimatica
perteneciente a cada blogue con su respectiva desviacion estdndar. Los grupos sin
diferencia significativa que reveld el ANOVA (p < .001), estén etiquetados con la misma
letra: A, B, Cy D. El nimero (n) de muestras analizadas en cada bloque esta debajo de la
etiqueta de cada bloque.
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SUPEROXIDO DISMUTASA (SOD)

El ANOVA arrojo diferencias significativas entre los grupos (F=7.87s, gl=101, p<.001). Se
utilizé el método de comparacion moltiple de Tukey HSD, utilizando la media armdnica
(Prueba de Levene= .402), encontrando diferencia significativa entre el Bloque CSH
contra el Blogue PSH y el Bloque PSM (Figura 34). También puede apreciarse que las
hembras presentan una actividad ligeramente mayor {estadisticamente no significativa)
que sus respectivos machos, siendo las hembras de El Carmen las que presentan la mayor
actividad de todos los bloques.
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Figura 34. Grafica de los niveles de [a actividad de SOD, después de la realizacion de dos
lecturas de absorbancia a 450 nm para cada muestra, calculando los niveles de actividad
ctomo el porcentaje de inhibicion de la xantina, analizada en seis bloques, siendo CSH:
Hembras de Sceloporus serrifer cyanogenys de El Carmen. CSM: Machos de S. serrifer
cyanogenys de El Carmen. PSH: Hembras de §. serrifer cyanogenys del Parque
Chipinque. PSM: Machos de . serrifer cyanogenys del Parque Chipinque. PTH: Hembras
de Sceloporus torquatus hinocularis del Pargue Chipinque. PSM: Machos de S. torquatus
binocularis del Parque Chipinque. Cada columna indica 1a media de actividad enzimatica
perteneciente a cada bloque con su respectiva desviacidn estandar. Los grupos sin
diferencia significativa que reveld el ANOVA (p < .001), estan etiquetados con la misma
letra: A, B, Cy D. El nimero (n) de muestras analizadas en cada bloque esta debajo de la
etiqueta de cada bloque.
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GLUTATION-S-TRANSFERASA (GST)

El ANOVA reveld diferencias significativas entre los grupos (F=14.081, gl=9g, p<.0012). La
prueba de Games-Howelfl (Prueba de Levene <.001) evidencid una diferencia drastica
entre localidades, revelando a los bloques de El Carmen con una mayor actividad que
cualquier blogue perteneciente al Parque Chipingue. Asimismo PTH muestra actividad
enzimatica GST significativamente menor que PTM. Esta diferencia entre géneros
también es observada para fas dos localidades de 5. serrifer, sin ser ésta, estadisticamente
significativa (Figura 35).
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Figura 35. Gréfica de los niveles de la actividad de GST, después de la realizacion de dos
lecturas de absorbancia a 340 nm para cada muestra, calculando los niveles de actividad
como pmol por mililitro por minuto por miligramo de proteina, analizada en seis
bloques, siendo CSH: Hembras de Sceloporus serrifer cyanogenys de El Carmen. CSM:
Machos de 5. serrifer cyanogenys de El Carmen. PSH: Hembras de S. serrifer cyanogenys
del Parque Chipinque. PSM: Machos de S. serrifer cyanogenys del Parque Chipingue.
PTH: Hembras de Sceloporus torquatus binocularis del Parque Chipinque. PSM: Machos
de S. torquotus binocularis del Parque Chipingue. Cada columna indica la media de
actividad enzimatica perteneciente a cada bloque con su respectiva desviacion estandar.
Los grupos sin diferencia significativa que revelé el ANOVA (p < .001), estan etiquetados
con la misma letra: A, B, C y D. El niimero {n) de muestras analizadas en cada bloque

esta debajo de la etiqueta de cada bloque.
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LONGITUD

Mediante un ANOVA se comprobé una diferencia significativa en cuanto a la longitud
respecto a los bloques {(F=6.254, gl= 49, p<.001). Mediante la prueba de Tukey HSD, con
media armdnica (Prueba de Levene =.385) se mostré una diferencia entre CSH, CSM y
PSM contra PSH. Siendo siempre los machos los de mayor longitud respecto a sus
hembras (Figura 36).
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Figura 36. Grafica de la media de la longitud de los individuos de cada uno de los
bleques, con su respectiva desviacion estandar. CSH: Hembras de Sceloporus serrifer
cyanogenys de El Carmen. CSM: Machos de S. serrifer cyanogenys de El Carmen. PSH:
Hembras de S. serrifer cyanogenys del Parque Chipinque. PSM: Machos de S. serrifer
eyanogenys del Parque Chipinque. PTH: Hembras de Sceloporus torquatus binocularis
del Parque Chipinque. PSM: Machos de §. torquatus binocularis del Parque Chipingue.
Los grupos sin diferencia significativa que revelé el ANOVA (p < .001)}, estdn etiquetados
con la misma letra: A, B, Cy D. El nimere {n) de muestras analizadas en cada blogue
estd debajo de la etiqueta de cada bloque.
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PESO
Por medic de un ANOVA se demostré una diferencia significativa comparando la variable

“peso” en los diferentes blogques (F= 3.943, gl= 50, p=.oos), utilizando el método de
TUKEY HSD, con Media arménica (Pruebe de Levene= .813) para reconocer las
diferencias. Mostrando con ello dnicamente una diferencia significativa entre CSMy PSH.
Siendo CSM el de mayor peso y PSH el de menor (Figura 37).
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Figura 37. Grafica de la media del peso de los individuos de cada uno de los blogues, con
su respectiva desviacién estandar. CSH: Hembras de Scefoporus serrifer cyanogenys de El
Carmen. CSM: Machos de S. serrifer cyanogenys de El Carmen. PSH: Hembras de S.
serrifer cyanogenys del Parque Chipinque. PSM: Machos de 5. serrifer cyanogenys del
Parque Chipinque. PTH: Hembras de Sceloporus torquatus binocularis del Parque
Chipinque. PSM: Machos de S. torquatus binocularis del Parque Chipinque. Los grupos
sin diferencia significativa que revelé el ANOVA (p = .005}), estin etiquetados con la
misma letra: A, B, C y D, El niimero (n} de muestras analizadas en cada bloque est3
debajo de la etiqueta de cada bloque.
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Analizando el porcentaje de la longitud de la cola con respecto a la LHC en individuos con
cola regenerada y no regenerada, el ANOVA no presentd diferencias significativas
(F=.921, gl=49, p=.476) entre los bloques {Figura 38). Sin embargo al realizar el analisis
Unicamente con organismos gue no tuvieran cola regenerada si se encontrd diferencia
significativa (F=4.046, gl=26, p=.010). Se utilizd la prueba de Games-Howell (Prueba de
Levene =.025) para determinar las diferencias (Figura 3g).
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Figura 38. Grafica de la media del porcentaje de ia longitud de la cola con respecto a la
longitud hocico-cloaca en individuos con cola regenerada y no regenerada de cada uno
de los blogues, con su respectiva desviacién estandar. CSH: Hembras de Sceloporus
serrifer cyanogenys de El Carmen. CSM: Machos de S. serrifer cyanogenys de El Carmen.
PSH: Hembras de S. serrifer cyanogenys del Parque Chipinque. PSM: Machos de S.
serrifer cyanogenys del Parque Chipinque. PTH: Hembras de Sceloporus torquatus
binocularis del Parque Chipinque. PSM: Machos de 5. torquatus binocularis del Parque
Chipinque. Los grupos sin diferencia significativa que revelé el ANOVA (p = .476), estdn
etiguetados con la misma letra: A, B, C y D. El ndmero (n) de muestras analizadas en
cada blogue est3 debajo de la etiqueta de cada blogue.
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Figura 39. Medias del porcentaje de la longitud de 12 cola con respecto a la longitud hocico-
cloaca en individuos con cola jamas regenerada de cada uno de los blogques, con su respectiva
desviacién estindar. CSH: Hembras de Sceloporus serrifer cyanogenys de El Carmen. CSM:
Machos de S. serrifer cyanogenys de El Carmen. PSH: Hembras de 5. serrifer cyonogenys del
Parque Chipinque. PSM: Machos de S. serrifer cyanogenys del Parque Chipinque. PTH: Hembras
de Sceloporus torquatus binocularis del Parque Chipinque. PSM: Machos de S. torquotus
binocularis del Parque Chipinque. Los grupos sin diferencia significativa que reveld el ANOVA (p
=.010), estidn etiguetados con la misma letra: A, B, C y D. El nimero {n} de muestras analizadas
en cada bloque estd debajo de la etiqueta de cada blogue.

Al analizar el porcentaje del ancho de la base de la cola respecto a la LHC, el ANOVA no
mostro diferencia significativa entre bloques (F=.688, gl=41, p=.635) (Figura 40).
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Figura 40. Medias del porcentaje del ancho de la base de la cola con respecto a la longitud

hocico-cloaca de cada uno de los bloques, con su respectiva desviacion estindar. CSH: Hembras

de Sceloporus serrifer cyanogenys de El Carmen. CSM: Machos de 5. serrifer cyanogenys de El’
Carmen. PSH: Hembras de S. serrifer cyanogenys del Parque Chipinque. PSM: Machos de S,

serrifer cyanogenys del Parque Chipingue. PTH: Hembras de Sceloporus torquatus binocularis del

Parque Chipinque. PSM: Maches de 5. torquatus binocularis del Parque Chipingue. Los grupos

sin diferencia significativa que revelé el ANOVA (p = .635), estén etiquetados con la misma letra:

A, B, C y D. El némero (n} de muestras analizadas en cada bloque estd debajo de la etiqueta de

cada blogue.
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DISCUSION
ALTITUD
Los erganismos tuvieren una distribucién altitudinal que vario de los 520 a los 1310 msnm,

siendo el rango altitudinal de los 525 a los szgmsnm, el que presentd la mayor
abundancia de individuos. Stebbins (2003) ubica la distribucién akltitudinal del género
Sceloporus comenzando debajo del nivel de!l mar hasta los 4110 msnm. Contreras-Lozano
et al. (2007) reportaron en la Sierra de Picachos, N.L., 2l género Sceloporus en un rango de
alitud de los 264 a los 1422 msnm), y especificamente para Sceloporus cyanogenys
(actualmente S. serrifer cyanogenys) un rango de 264 a 1204 msnm, mientras que
Canseco-Marquez et al. (zo004) reportan en la Sierra Madre Oriental al género Sceloporus
de los 200 a los 2835 msnm y un rango puntual para 5. serrifer de 800 a 1800 msnm y de
S. torquatus de los 2349 a los 2835 msnm. Nuestro rango de menor altitud es mayor y
nuestro rango de mayor altitud es menor al reportado por otros investigadores, pero
posiblemente esto cambiaria si se hubiese ampliado la colecta respecto a la altitud,
encentrando que las especies podrian estar representadas a una altitud mencr yfo mayor
a la que se encontré en el presente trabajo. Sin embargo, se presume que la distribucién
altitudinal de los organismos no afecta su actividad enzimatica, como se ha visto en
investigaciones previas como las de Hofer et al. (2005), que analizaron el estrés oxidativo,
midiende la concentracion de Glutation en higados de g poblaciones de renacvajos de
Rana temporaria a diferentes altitudes que variaron de 1465 a 2150 msnm, y demostraron
que el producto oxidativo de GSH era similar en casi todas las poblaciones a excepcion de
las situadas a 1465 y 2110 msnm, con ello se demuestra que las poblaciones con el rango
de diferencia mas alto no son las mas diferentes y en los datos de las poblaciones se
observa que los valores de concentracidn de GSH, fésforo disuelto y carbdn organico
disvelto no incrementan o decrecen por causa de la altitud.

TEMPERATURA Y ESTADO DEL TIEMPO
El 53.84% de los individuos fueron colectados cuando el dia estaba totalmente soleado,

caracteristica generalmente presente en toda colecta de reptiles, Asiain-Guevara et al.
(2000) afirman que S. torquatus inclusive esta activo en invierno si el dia estd soleado.

Se registraron temperaturas ambientales desde los 20° a los 42.1°C, mientras que
la temperatura registrada para el micrositio, tuve un rango menor, registrandose desde
fos 15° a los 38°C. El rango de temperatura ambiental donde se encontrd una mayor
abundancia de especies coincidié ¢con el mismo de la temperatura del micrositio, siendo
ambos de 26° a 29.9°C. Contreras-Lozano (2006) reporto temperaturas ambientales para
5. eyanogenys de 24° a 38°C, solapéndose nuestro rango mas frecuente con el aludido.
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La temperatura es un factor que repercute en la actividad enzimatica. Seebacher
et al. (2004) concretaron que Chelodina longicollis utiliza una combinaciéon de
comportamiento termorregulador y aclimatizacién bioquimica {(al menos en [a actividad
de la citrato sintasa) en respuesta al cambio de condiciones climaticas estacionales, mas
ninguna enzima utilizada con Chelodina longicollis fue medida en el presente trabajo.

Baker et al. (2007) reportan que no existe diferencia en la capacidad antioxidante
en plasma de neonatos de Chrysemys picta tratados a diferentes temperaturas (-6°C, -
2.5°C, 4°C ¥ el grupo control), pero también enfatizan que esta especie tiene gran
capacidad antioxidativa y minimo dafio oxidativo ya que estd bien protegida contra el
estrés oxidative causado durante la hibernacion.

Hermes-Lima y Storey (1993) demeostraron incremento en la actividad enzimatica
antioxidante (incluida la GST) en Thamnophis sirtalis parietalis cuando se expone g horas a
una temperatura de -2.5°C, sin embargo las temperaturas encontradas en nuestro
estudio no se acercaron a rangos tan bajos. Voituron et al. (2005) midieron la actividad de
la SOD y de la Glutatién Peroxidasa (GPx) en lagartijas (Lacerta vivipara), reportando que
al ser expuestas a temperaturas menores de -2.5°C, aumeritaba significativamente la
actividad en musculo de SOD y GPx, mientras que & una temperatura de -2.5°C, ¢asi no
presentaban efecto alguno en la actividad enziméatica en musculo ni en higado. Las
investigaciones previas permiten asumir que los rangos de temperatura encontrados, al
no llegar a ser tan radicales como las temperaturas con las que se experimentaron, no
representan una influencia en la actividad enzimatica reportada.

Talent (2005} evalud los efectos de la temperatura en Iz toxicidad de la piretrina,
en un plaguicida, en Anolis carolinensis y demostrd que hay influencia de la temperatura
en la sensibilidad de [a lagartija al plaguicida. Comparo el efecto de la temperatura en la
mortalidad de [as lagartijas mantenidas de 15° a 20°C contra las de 35° 2 38°C, mostrando
una relacidon negativa entre la mortalidad y la temperatura. La temperatura registrada
para El Carmen fue de los 20° a los 41°C ( X = 33.1 * 6.77°C), mientras que para el Parque
Chipingue fue de los 22.4° 2 los 38°C ( X = 29.22 + 5.33°C), en ambaos casos siendo menor
la diferencia entre la temperatura mas alta y la mas baja [(38°-15°) > (41°-20°)], que las
registradas en A. carolinensis. Ademas la diferencia de las medias de temperaturas de las
localidades (33.1° - 2g.22° = 3.88°C), es menor que el promedic de los rangos de
temperatura para A. carolinensis {[ (20° - 15°) + (38%-35°) 1 /2 = 4°C}. Sin embargo, ya que
en este estudio lo que se examina no es la toxicidad, se reitera que la temperatura en la
que se encontré a los organismos entran dentro de la distribucion normal de
temperaturas reconocidas para este grupo.
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HUMEDAD RELATIVA
La humedad relativa del ambiente en que se capturaron los individuos fue desde 28%

hasta 82.9%, capturando el 69% de los individuos cuando se media en el ambiente yna
humedad de 30% a 49.9%, sin embargo el rango de humedad donde se colectd un mayor
numero de arganismos (28%) fue de 35% a 39.9%. La humedad influye principalmente en
el grado de actividad que los organismaos tuvieron diariamente, ya que la actividad esta
fuertemente retacionada con la humedad (Nicholson et al., 2005), mas no se encontro
registro de que Unicamente el factor de humedad pudiese influir en actividad enzimatica
alguna. En general los reptiles no se ven afectados fisiolégicamente por la humedad, ya
que pierden agua muy lentamente y pueden resistir la desecacion por periodos largos de
tiempo (Hall, 1g22). La humedad en |a que los reptiles estén activos es capaz de abarcar
todos los rangos, Anderson (2002} reporta una humedad para Boiga irreguiaris de 40% a
100%, mientras que Garcia-De la Pefa et al. (z007) reportan para Uta stejnegeri, Uma
exsul y Aspidocelis marmorate, entre las 14:00 vy las 15:00 hrs. una media de humedad
relativa de 11 4 * 1.3%.

HORAS DE ACTIVIDAD
S. torquatus es una especie de habitos diurnos (Asiain-Guevara et al,, 2000}, aligual que S.

serrifer, por ello las colectas se llevaron a cabo entre las g:00 y las 19:59 hrs., sin embargo
la hora en que mayor actividad se encontrd fue de las 14:00 a las 14:59 hrs. El horario de
colecta que se utilizé fue muy similar al de Galina-Tessaro et al. {2003), que llevaron a
cabo colectas de 13 especies de lagartijas, de las cuales 2 pertenecen al género Sceloporus
en la Reserva de la Bidsfera £l Vizcaino, desde media maifiana (g:00 — 12:00 hrs.} hasta
media tarde (16:00 — 18:00 hrs.). También congeniamos con las horas de Contreras-
Lozano {2006), que realizd sus recorridos de g:00 a 14:00 y de 15:00 a 20:00 hrs., aungue
su hora de descanso es justamente en la que se encontrd mayor actividad de individuos
en este trabajo. Garcia-De la Pefia et al. (2007) realizaron sus colectas de 7:00 a19:00 hrs.
en lagartijas del género, Uta, Uma y Aspidocelis en las dunas de la Viesca, la diferencia de
horario para comenzar el muestreo seguramente se debe a que en las dunas fa
temperatura es mayor a las 7:00 hrs. que en los sitios de muestreo de este trabajo. No
obstante, se aprecia que el horario de colecta utilizado es similar al utilizade para
muestreos de lagartijas, en particular de Sceloporus.

VEGETACION Y SUSTRATO
En El Carmen no se pudo apreciar una vegetacion definida pues el muestreo se llevo a

cabo en un Parque Industrial, por ello los tipos de vegetacién fueron documentados
Unicamente en el Parque Chipingue, ahi, el 69% de los individuos tuvieren una
preferencia por vegetacién de Encino.
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Los resultados coinciden con estudios previos sobre 5. torguatus, afirmando que
se encuentra en una amplia gama de ambientes, que van desde los bosques de encino a
las zonas aridas en donde vive asociado a areas rocosas {(McCranie y Wilson, 1987; Flores
y Gerez, 1994; Rodriguez y Vazquez-Diaz, 1996). Olson (1990) ubica a 5. torquatus en
semidesiertos abiertos, pastizales, bosques mixtos y de coniferas. La vegetacion varia
dependiendo del sitio muestreade, razdén por la cual el tipo de vegetacidn encontrado en
este estudio difiere de unos y se asemeja a otros. Contreras-lozano et al {2007)
encontraron el 60% de las especies de Sceloporus en matoerral submontane, mientras que
solo el 3.75% se encentré en bosque de encino. Canseco-Marquez et al. (2004) reportan
que S. serrifer se distribuye en Bosque mesdfilo de montafia y Bosque tropical
subperennifolio y S. torguatus en Bosque de pino-encino, Bosque de encino, Bosque de
pino y Pastizal alpino. Aleman (2006) encontrd la mayor abundancia de Sceloporus en el
Bosque de pino. Empero, el género Sceloporus se presenta en una gran variedad de
vegetaciones, Stebbins (2003) asevera que su habitat varia de semidesierto, matorrales,
bosques tropicales y se expande hasta alta montafia.

Estas lagartijas tienen una amplia pluralidad de sustratos, principalmente por su
capacidad adaptativa y su merfologia que les permite desarrollarse sobre casi cualguier
superficie. Stebbins {2003) dice que algunos residen en el suelo, otros trepan con facilidad
rocas, troncos cortados, adrboles y costados de los edificios. Como tienen habito de
asolearse, se les encuentra con frecuencia en la cima de rocas, postes de rejas, troncos y
cualquier objeto con irradiacién directa del sol.

Para S. serrifer el 57% de los individuos fueron localizados sobre pared de ladrillo
debido a que este porcentaje (26 organismos) pertenece a El Carmen y éste es un sitio
donde predominan las industrias bordeadas por paredes de ladrillo. A diferencia, los
individuos que pertenecen al Parque Chipinque fueron encontrados principalmente sobre
alguna roca o paredes de roca, concordando con los antecedentes mencionados para esta
especie, que afirman que S. serrifer se encuentra principalmente en paredes de roca que
cubren las montanas; escondiéndose detras de rocas elevadas y debajo o dentro de hoyos

€n rocas.

Al contrario de 5. serrifer, la mayoria de los individuos de S. torquatus fueron
encontrados sobre arboles. Olson (1gg90) registré que 5. forguatus es una lagartija
arboricola o saxicola, que se encuentra residiendo en grietas, rocas, paredes rocosas o
arboles grandes con agujeros de acceso externo. Asiain-Guevara et al. (2000) afirman que
es facil verla asoleandose sobre troncos grandes durante casi todo el afio. Comprobando
asi, un comportamiento normal para los individuos Sceloporus encontrados.
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VIENTO

Casi la mitad de los individuos fueron encontrados con un viento de 25% (medicién
subjetiva que se refaciona en la clasificacion de 1a velocidad de los vientos al nimero de
Beaufort 2 y 3, que implica de 6 a 19 km/hr). Se puede teorizar que estas especies
prefieren desarrollar sus actividades (asolearse, alimentarse, cortejar, etc.) cuando el
viento no pasa de una brisa moderada (quiza hasta una velocidad de viento de 30 km/hr),
aungue también podria deberse 3 la menor precisién que se obtenia con el lazasaurio al
aumentar la velocidad del viento. A pesar de ello, el viento influye en el éxito de captura
de organismos, mas no causa diferencia en fa actividad enzimatica.

LOCALIDADES
Se encontrd casi el mismo ndmero de individuos en ambas localidades. Unicamente se

capturd uno mas en El Carmen que en Chipinque, a pesar de que las visitas realizadas a El
Carmen representan el 15% de las realizadas al Parque Chipinque. Esto puede deberse a
que la temperatura media de El Carmen es mayor que en Chipinque y por ello desde muy
temprano se podian localizar lagartijas, ademas fue mas sencillo capturarlas scbre
paredes de concreto, que alcanzaban maximo 4mts de altura, comparado contra paredes
de roca, que podian sobrepasar los 10 mts de altura. También pudo haber influido que los
colores naturales de las rocas en Chipinque les dan una mayor posibilidad de mimetizarse
gue las paredes artificialmente pintadas de El Carmen. El Parque Chipinque es un sitio
pristino, un parque ecologico al que se aplica empeiio para su conservacion, mientras que
El Carmen es un parque industrial, un sitio donde fo mas importante son las empresas que
emanan contaminantes y deshechos, El hecho de comparar localidades tan antagonicas
nos permite poder realizar una buena relacién entre las actividades enzimaticas de sus
Phrynosomatidos residentes.

ESPECIES
La especie mas abundante que se encontro fue S. serrifer, conformando el 86.79% del

total de individuos colectados, a pesar de que tanto S. serrifer como 5. torguatus son de
las especies mas populares en todo Nuevo Leon. La presencia de ambas especies, esta
registrada, entre otros sitios, para la Sierra del Cerro de la Silla, La Sterra Madre Oriental y
el cerro “El Potosi” {Lazcano et al., 2009; Garcia et al, 1999; Canseco-Marquez et al.,
2004). Contreras-Lozano et al. (2007) reportaren en la Sierra de Picachos, Nuevo Ledn,
registro de Sceloporus cyanogenys, mientras que Lazcano et al. {2004) registran a 5.
torguatus en la Sierra San Antonio Pefia Nevada, Zaragoza. Considerando gue no se ha
realizado una investigacion simifar en ninguna de las dos especies, cualquiera de ellas son
excefentes blancos de investigacion.
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GENEROS

Sumando los organismos de ambas especies y ambos sitios, fueron colectados 23
individuos hembras y 30 machos. Encentrando en El Carmen un mayor nimero de
hembras {(N=17) que de machos {N=10) y viceversa en Chipinque, donde hubo menos
hembras (N=11) que de machos (N=15). Registrar el género al que cada uno de los
individuos capturados pertenece es indispensable, ya que saber si habia diferencia en la
actividad enzimatica entre géneros de la misma especie también representé vno de los
objetivos (no plasmados) de este trabajo.

ESTADIOS

Se encontro un mayor nimero de adultos {N=43) que de juveniles (N=10), mas hay que
considerar que en El Carmen se capturaron Unicamente adultos (N=27), por ende en el
Parque Chipinque, al menos en la muestra obtenida, existe una poblacion mas regular de
organismos, representado el 61.6% de la muestra por adultos {N=16} y el resto por
juveniles. El hecho de que Unicamente una de las localidades cuente con juveniles podria
ser un factor modificante en la actividad enzimatica, no obstante, no hay trabajos que
sustenten |a teoria; por ello, se realizaron contrastes entre estadios de la misma especie
para determinar si se alteraban los resultados, conviniendo que el macho juvenil de S.
serrifer fuese eliminado del analisis estadistico ya que introducia mucho ruido. Empero,
podrian existir diversas razones que ocasionen diferencia de actividad enzimatica: a} que
la actividad enziméatica de los machos juveniles de S. serrifer sea en si muy disimil de los
demas integrantes del grupo, b) que el nimero de individuos (N=1), siendo tan pequefio,
sea el responsable de no poder contrastar significativamente los resultados, 6 ¢) que se
hubiese cometido algin error mecénico al examinar esa muestra en particular. Se
necesitaria futura investigacién con esta tematica come objetivo, para poder concluir
decisivamente.

Sceloporus consobrinus
Al no encontrar informacion referente a ecotoxicologia en Sceloporus, se anaiiza la

actividad enzimética de AChE, BChE, CxE, ALP y SOD en diferentes tejidos de Sceloporus
consobrinus, comprobando la presencia de actividad de éstas en un individuo del mismeo
género que las especies a muestrear, lo que dio la pauta para continuar [a investigacién.

Se midid la absorbancia durante el tiempo de la actividad de diferentes enzimas y
en 3 de ellas {AChE, BChE y CxE) se analizaron los valeres de correlacion entre el aumento
de [a absorbancia con respecto al tiempo. Todos los tejidos examinados, incluyendo el
tejido de la cola, mostraren una relacidn positiva (indicando actividad enzimdtica
presente), empero algunas fueron mas marcadas que otras.

En cuanto a la actividad de AChE, el tejido que tuvo mayor actividad fue el higado
y en segundo lugar la cola (Figura 22). La Tabla 3 muestra que el valor de correlacién,
tanto de cola como de higado, son los mas marcados en comparacién con los otros
tejidos, fo que atestigua que se guarda una relacién entre la actividad de higado v la cola.
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Se recomienda para el analisis de esta enzima utilizar tejido de fa cola, falanges o (si se
tiene la facultad de obtenerlo) plasma, pues también demostraron afta confiabilidad.

Para la actividad de BChE el valor de correlacion mas alte pertenece al higade
(Tabla 3), sin embargo el tejido de la cola, siendo el tercero en rango, presenta una
relacion marcada, brindado confiabilidad a utilizar este tejido. Si se quisiese medir esta
enzima se recomienda {en base a la Tabla 3), utilizar tejido de [a cola, cuerpo grasos {(mas
sdlo de ser estrictamente necesario, pues involucra una metodologia letal) y en menor
grado plasma.

Respecto a [a actividad de CxE en higado, la concentracién de la enzima fue muy
alta, llevandose a cabo una reaccidn muy rapida superando la cantidad de sustrato y
considerando la constante de Michaelis-Menten se decidio considerar Gnicamente la
mitad del tiempo (Figura 25), pues el tiempo restante arrojaba datos que no contribuiana
los resultados. Esta enzima muestra relacion positiva y marcada en todos los tejidos, por
lo que si se quisiese Unicamente medir la activad de CxE, se podria utilizar el tejido que se

prefiera.

Actividad de colinesterasas ha sido medida en higado y rifiones de Calotes
versicolor (Khan, 2003} y la AChE y BChE en cerebro de Phrynosoma sp. (Schmidt, 2003),
sin embargo para aplicar una metodologia no letal, se considerd colectar muestras de
falanges o plasma, este Ultimo se ha utilizado con anterioridad para medir BChE y CxE en

" Gallotia galloti (Sanchez et al,, 1997); empero en ambas opciones la cantidad de muestras
obtenida hubiese sido poca y la obtencidn de plasma resultaba mas riesgosa que utilizar
tejido de [a cola. Adema3s de las circunstancias mecanicas, tanto las falanges como el
plasma, presentan una menor relacidn para todas las enzimas en comparacion de la cola
(Tabla 3), dando la ventaja de poder utilizar una metodologia no letal, obtener tejido de
manera sencilla y en buen porcentaje, logrando obtener suficiente muestra para analizar
todas las enzimas.

Tabla 3. Valores de ta correlacidn entre el tiempo con respecto a la absorbancia tomados
cada minuto hasta seis minutos, durante el tiempo de actividad de AChE, BChE y CxE

AChE BChE CxE
Higado 0.9826 0.9866 0.g081
Plasma 0.9941 0.8385 0.9801
Cola 0.9988 0.9099 6.9957
Falanges 0.9643 0.7021 0.978
Cuerpos grasos 0.9714 0.9695 0.9956
Testiculos 0.7978 0.1096 0.9988

55



Sceloporus consobrinus presentd actividad en los tres tejidos analizados, mas no se analizd
tejido de cola para esta enzima debido a una falla en la organizacion metodolégica, por
ende considerando que la actividad de ALP ha side analizada en sangre de Crocodylus
palustris (Stacy y Whitaker, 2000), y que los restos de tejido de cola transportan consigo
sangre, se presupone encontrar buena actividad en la cola.

La actividad de la SOD registrada para la lagartija Agama caucasicus, tuvo un valor
mas alto en el musculo esquelético que en el higado, aunque el valor mas alto lo obtuvo el
cerebro y el mas bajo el corazdn (Zakaryan et al, 2002), sin embargo en este estudio se
encontrd la mayor actividad para esta enzima en higado (Figura 28), aunque el tejido de
cola mostrd evidente actividad en relacion a éste, afirmando la posibilidad de obtener
buenos resultados de este tejido.

No se midié la actividad de ACP ni de GST en S. consobrinus, mas se examinaron
estudios donde se han realizado andlisis de ACP en rifiones de Calotes versicolor
{Chandicharan y Chapala, 1962), lo que al menos da la premisa de que en el suborden
Iguania existe esta actividad. Asi como también se examiné la investigacion de Hermes-
Lima y Storey (1993}, donde miden 3 actividad de GST en musculo para Thamnophis
sirtalis, y reportan actividad de esta enzima en el orden Squamata.

Se demostré que la determinacién de enzimas indicadoras de estrés vy
contaminacidon ambiental, puede realizarse a partir de muestras de cola. Lo cual, ademas,
presenta las ventajas de ser una metodologia no letal, facil de obtener suficiente cantidad
de extracto enzimatico, y mostrar actividad enzimatica notoria.

Sceloporus serrifer y S. torguatus

Colinesterasas

En la literatura revisada, musculo de cola de Alligator mississippiensis, ha sido utilizado
para analizar contaminantes (Delany et al., 1988). Sin embargo ne se encontré registro de
medicion de actividad enzimatica en tejido de cola de otros reptiles, por ello la
metodologia utilizada para los analisis fue adaptada de trabajos ya sea en otros tejidos de
reptiles v otras especies de vertebrados. Asi, para el andlisis de colinesterasas y
carboxilesterasas, se utilizé el métode de Ellman et al (1961) medificado para su
aplicacion en microplacas, el cual ha sido frecuentemente utilizado para analizar la
actividad de estas enzimas (Schmidt, 2003; Cowman, 2005; Kumari y Sinha, 2006;
Sanchez-Hernandez y Moreno, 2002; Sanchez-Hernandez y Walker, 2000; Fossi et al,
1995; Sanchez-Hernandez, 2003).
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La AChE se presenta en mayor proporcién en cerebro, sin embargo para proceder
con una metodologia ne letal, también ésta fue analizada en TDC, ya que [a inhibicién de
actividad de ChE en cerebro, puede predecirse con la actividad de ChE en suerg, aungue
la naturaleza quimica del organofosforado es un determinante importante, al menos en
vertebrados de sangre fria (Sanchez-Hernandez y Walker, 2000).

La inhibicion de colinesterasas ha sido un excelente biomarcador para la
exposicién a plaguicidas organofosforados yfo carbamatos en aves, mamiferos, peces e
invertebrados (Cobos et al.,, 2006; Furlanello et al, 2006; Chandrasekara y Pathiratne,
2007; Sanchez-Hernandez, 2006), mas también se ha reportado su eficacia en

herpetozoos:

El lagarto tizén (Gallotia gallotiy ha sido propueste como especie centinela
apropiada para estudios ecotoxicolégicos con enfoque biomarcador de compuestos
organofosforados. Lo anterior ha sido posible a partir de caracterizaciones de las
colinesterasas presentes en esta especie, con lo cual fue posible identificar el uso de la
actividad BChE en suero come un biomarcador aceptable de exposicién a plaguicidas
(Fossi ef al,, 1995; Sanchez-Hernandez y Moreno, 2002}.

El efecto inhibidor de |a actividad colinesterasa ha sido observado en higado de
Calotes versicolor, dependiendo del contaminante al que se expone, decreciendo hasta
35% bajo el efecto del piretroide Cypermethrin; hasta 66.9% bajo el efecto del
organofosforado Malatidn; y hasta 52.61% bajo el efecto del fitoplaguicida Biosal (Khan,
2003). De igual forma, se ha documentado la inhibicidn de AChE en cerebro de
Ambystoma tigrinum después de ser expuesto a malatién (Henson-Ramsey et al,, 2008).
Estos estudios muestran que en reptiles la inhibicién de actividad de ChEs indica una clara
exposicion a plaguicidas organofosforados yfo carbamatos, lo que permite suponer que
los sitios de muestreo del presente trabajo no presentan una exposicion diferencial a esta
clase de contaminantes, al observar actividad enzimatica similar de AChE y BChE entre
organismos de ambos sitios.

La actividad AChE mostré actividad promedio menor en hembras que en machos
de todas las especies {(Figura 29), sin embargo, al no ser estadisticamente significativa, se
afirma que es similar la actividad entre géneros. As/ también, la actividad BChE mostr¢
menor promedio (estadisticamente no significativo} en hembras que en machos de S.
serrifer (Figura 30}. De igual forma en estudios previos en ciertas aves y mamiferos no ha
sido registrada una diferencia de la actividad en AChE de cerebro entre machos y
hembras; sin embargo, para la BChE se reporta una diferencia en la actividad entre
géneros, y existen reportes de una menor actividad en hembras que en machos en aves
(Rattner y Fairbrother, 1991; Thompsen, 1999). La comparacion con aves se justifica, ya
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que evaluaciones de oxones de organofosforados sobre sensibilidad de colinesterasas en
reptiles indican que son tan sensibles a estos compuestos como las aves y mamiferos. La
sensibilidad de las colinesterasas en reptiles al paraoxon, oscild entre lo reportado para
peces y aves {Schmidt, 2003). Sin embargo, Sanchez-Hernéndez y Walker {2000)
mostraron que la actividad de colinesterasas fue mas sensible al paraoxdn y al diclorvés,
que sus respectivos compuestos parentales y que los reptiles tienen una alta resistencia a
plaguicidas organofosforados comparade con otros vertebrados como aves y mamiferos.

La actividad de AChE tanto en S. serrifer como en S. forquatus, fue mayor que la
actividad de BChE, a diferencia de lo que reportan Sanchez-Hernandez y Moreno (2002)
para Gallotia galloti donde la actividad en suero de AChE fue menor que la actividad de
BChE. Esto podria deberse a que fa AChE hidroliza la Acetiltiocolina clorada pero no la
Butiriltiocolina clorada, mientras que la BChE hidroliza la Butiriltiocolina clorada a una
tasa mas alta que la Acetiltiocelina clorada (Sanchez-Hernandez y Moreno, 2002), v a
pesar de que el sustrato utilizado fue Acetiltiocolina iodada, podria presentarse un efecto
similar, lo que permite sospechar que la actividad de la AChE no refleja Unicamente su
actividad sino también actividad de BChE.

El manejo de los animales fue similar en cada uno de los individuos, por ello se
presume que esto no afectd la actividad enzimatica, aungue el estrés fisico aumenta la
inhibicidn de AChE en musculo esquelético (Ott, 1985).

Decremento de colinesterasas, dependiendo del grado, puede causar signos
clinicos en los organismos, por ello al observar un comportamiento “normal” en los
individuos colectados puede igualmente respaldar la tecria de que los organismos de las
localidades estudiadas no sufren exposicidn a plaguicidas, ya que inclusive con cierto
grado de inhibicién de la enzima suelen presentarse afecciones colinérgicas (Henson-
Ramsey et al., 2008), como el caso de Rana tigrina, donde inmediatamente después de
exposicidn a Carbaryl, los individuos entran en estado de postracion, pero una vez
corregido el desbalance colinérgico, desaparecen los sintomas y signos neurolégicos
{Kumariy Sinha, 2006).

Por otra parte, también ha sido reportado que los cambios estacionales provecan
cambios en la actividad BChE en suero de un amplio rango de aves, asi como también
afectan la actividad de AChE en cerebro de ratones del género Mus y Micromys (Rattnery
Fairbrother, 1991; Thompson, 194949). Sin embargo, el muestreo se llevé a cabo durante
primavera y Unicamente se colectd el 3.7% de los individuos totales en verano, por lo que
no se considera como factor diferencial los meses de muestreo. Lo anterior puede ser
apoyado por el hecho de que no se encontrara relacion entre la temperatura ambiental y
la actividad enzimatica en los sitios de muestreo (Tabla 4), concordando con Schmidt
{2003}, quien no encontrd diferencia significativa entre los meses de muestreo, ni refacién
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de temperatura del agua con respecto a la actividad enzimatica de AChE o BChE en
Caretta caretta. No obstante, una diferencia en la actividad de la BChE y CxE en suero
ocasionada por cambios diurnos (durante un periode de 12 horas), ha sido reportada en
aves, por ello es preferible disefar programas de monitoreo para que las muestras sean
tomadas a aproximadamente la misma hora del dia ¢ caracterizar por completo cualquier
variacion {Garcia-Rodriguez et al,, 1987; Gard y Hooper, 1993; Rattnery Fairbrother, 1991;
Thompson, 1999}, sin embargo, no se encontrd relacidn entre el horario en que el
individuo fue colectado y la actividad enzimatica (Tabla 6).

Tabla 4. valores de correlacion entre la temperatura ambiental y la actividad enzimatica
(AAbsorbancia/min/mg prot) de los individuos del Parque Chipingque (n=25) y Ef Carmen
(n=27). Los valores estadisticamente significativas estdn marcados con un asterisco (*).

Chipinque El Carmen

AChE 0.173 0.027

BChE 0.26 0.026

CxE 0.32 0.048

ACP 0.005 0.002

ALP 0.007 0.004

Sob 0.049 0.003

[ GST 0.011 ©.002

Tabla 5. Valores de correlacion entre la longitud y el peso respecto a la actividad
enzimatica (AAbsorbancia/min/mg prot) en el total de individuos colectados de ambas
especies en ambos sitios de muestreo (n=52). Los valores estadisticamente significativas
estdn marcados con un asterisco {*).

| Longitud Peso |
AChE 0.006 0.015
BChE 0.078 0.008
CxE 0.131 0.038
ACP 0.001 0.016
ALP 0.00g 0.033
SOoD 0.033 0.103
GST 0.102 0.049
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Tabla 6. Valores de correfacidon entre el horario de colecta respecto a la actividad
enzimatica {AAbsorbancia/min/mg prot} en el total de individuos colectados de ambas
especies en ambos sitios de muestreo (n=52). Los valores estadisticamente significativas
estan marcados con un asterisco (*}).

AChE 0.045
BChE 0.004
CxE 0.001
ACP 0.002
ALP 0.003
SOD 0.001
GST o]

Se ha documentado la existencia de una amplia diferencia en los niveles de
actividad de las colinesterasas y carboxilesterasas, entre especies de aves y mamiferos
(Rattner y Fairbrother, 1991; Hill, 1988; Westlake et al,, 1983; Thompson, 1593), por ello
se analizaron por separado cada una de las especies muestreadas, a pesar de que
coincidieran con el sitio de muestreo. Aunque inclusive dentro de la misma especie, existe
una gran variacion en la actividad AChE, BChE, y CxE en suerc de los individuos, y por
ello, las muestras de sangre, cuando sea posible, deberian ser colectadas de los
individuos, tanto antes como después de la exposicion. La actividad AChE de cerebro
puede variar incluso entre individuos y esto requiere acumular suficientes y apropiados
controles para asegurar que la informacion sea comparable (Rattner y Fairbrother, 19g51;
Thompson, 19gg). Por lo cual, se asume que estos parametros deben ser mas controlados
cuando los disefios experimentales se adaptan a circunstancias de laberatorio. No
obstante en el presente trabajo, no se encontrd relacién entre el peso con la actividad
enzimatica (Tabla 5}, ni entre la longitud y la actividad enzimética (Tabla g). Concordando
con Schmidt (2003), quien no detectd relacion entre el tamafo del caparazon con la
actividad de AChE (r’=0.067) 0 BChE (r’=0.0097) en Caretta caretta.

Al mismo tiempo el muestreo fue llevado a cabe en campo, donde en el caso de
tener exposicion a plaguicidas seria continva y el efecto anticolinesterasa se presentaria
en el organismo, mientras su metabolismo esté activo y es justamente cuando se llevé a
cabo el muestreo, durante horas sol.

La actividad de las enzimas colinesterasas en las especies de Sceloporus en los
sitios de estudio no revelé indicios de contaminacion ambiental diferencial. Tanto la
actividad AChE como BChE, es capaz de mostrar exposicion a plaguicidas
organofosforados y/fo carbamatos, sugiriendo que a pesar de que la actividad de estas
enzimas es buen bicindicador, los sitios muestreados no estan expuestos a estos tipos de
contaminantes, considerando inclusive género, estacidn del afio, horario y diferencias
inter e intraespecificas.
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Carboxilesterasas

La actividad de las carboxilesterasas revelo diferencia significativa entre las localidades,
mostrando una mayor actividad en el parque industrial (Figura 31). A pesar de que ha sido
reportada una mayer variacion interespecifica de la actividad de CxE comparada con la
actividad BChE (Sanchez et al,, 1957), la diferencia entre las medias, muestra claramente
una afeccion fisiolégica separando drasticamente las localidades. Thompson y Walker
(1594} vy Bartkowiak y Wilson (1995), argumentan que los factores que producen
diferencias interespecificas en la actividad de CxE incluyen habitos alimenticios y tamaho
corporal. Sanchez et al. (1997) reportan en aves la mayor actividad de CxE en Sylvia
melanocephala, especie que se alimenta principalmente de insectos y frutas, mientras que
Erithacus rubecula, especie exclusivamente insectivora, mostrd menores niveles de
actividad. En este sentido, la dieta de 5. serrifer es principalmente insectivora, pudiendo
ser las especies de insectos el factor cambiante de la actividad enzimética, aunque es
poco probable porque sequramente modificarian toda la actividad de esterasas, lo cual no
ocurrid. Mientras que el tamafio corporal se puede eliminar como factor perturbante, ya
que los machosy las hembras tienen tamanios similares.

La siguiente posibilidad seria que Chipingue sufriera exposicién intermitente a
organofosforados que de oportunidad a las ChEs de revertir la inhibicién y por ello no
encontrar diferencias en estas enzimas, mientras que las CxEs debide a que, una vez que
han sido fosforiladas, no sufren reactivacion espontanea (Maxwell y Brecht, 2001).
Empero, los individuos de Chipinque podrian estar bajo efecto de algin carbamato, va
que estos plaguicidas son hidrolizados primeramente por CxEs, a diferencia de
plaguicidas anticolinesterasas circulantes que pueden unirse a BChE y CxE en sangre
{Sanchez et al, 1947). Aunque debido a la falta de un grupo control, no se puede
especificar si se presenta inhibicion de actividad de CxE en Chipinque o exista un aumento
de actividad de CxE en El Carmen, por lo cual se presume que |a diferencia de actividad de
CxE entre los sitios se debe a factores distintos a contaminacién por plaguicidas.

De esta forma, una hipétesis que consideramos mas plausible conlleva a
considerar estudios que refacionan la actividad de CxEs con contaminacion industrial. Por
ejemplo, Wilczek et al. (1997) analizaron el efecto de metales pesados sobre la actividad
CxE en tres especies de arafias en dos sitios contaminados {vertederos metaldrgicos y de
carbon) comparadés con un grupo control. Para la especie Metellina segmentata
mostraron que en ambos vertederos la actividad de CxE fue mayor que el grupo control,
siendo los valores mas elevados en el vertedero metalOrgico. Lo anterior también pudo
ser relacionado con una mayor concentracion de plomo, cadmio, cobre y zinc en el
vertedero metalirgico con respecto af grupo control. De igual forma, se han desarrollado
investigaciones en poblacicnes de hormigas (Formica polyctena) en sitios con
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contaminacién industrial, analizando la refacién entre niveles de contaminacidn de
metales {Cd, Pb, Zn, Mn y Cu) con sus estrategias metabdlicas y detoxificantes.
Mostrando los patrones de actividad de CxE una correlacién positiva con la carga de
metales en hormigas obreras forrajeadoras, perteneciendoe elvalor mas alto de carga de
cadmio & hormigas de wna localidad encontrada en medio de un gradiente de
contaminacién (Migula y Glowacka, 1996). Con estos resultados se podria suponer que los
niveles altos de actividad de CxE en este trabajo se deben a un alto nivel de metales
pesados presente en Ef Carmen.

Una segunda posibilidad respecto a la diferencia de valores de actividad CxE
podria deberse a la presencia de hidrocarburos emanados por las industrias en ef parque
industrial, ya que se ha mostrado que al incrementar la duracion de exposicién a
Hexabromociclododecans (HBCDD) se induce actividad de enzimas detoxificantes (EROD
y PROD) (Zhang et al,, 2008), y se conoce que las CxEs juegan un papel importante en el
metabolismo y subsecvente detoxificacién de varios agroquimicos y farmacéuticos
(Redinbo y Potter, 2005; Potter y Wadkins, 2008).

Los factores especificos que peodrian estar disparando la actividad de estas
enzimas en el parque industrial no se pueden determinar con exactitud, ya que el grupo
de enzimas CxEs es muy amplic y abarca muchas distintas isoenzimas que hidrolizan un
amplio rango de esteres, amidas y tioesteres, lo cual también les permite jugar un
importante rol en el metabolismo de drogas y lipidos (Heymann, 1980; Satoh, 1987). Sin
embargo, a pesar de una abundancia de literatura sobre anlisis de CxEs, sus funciones
fisioldgicas concretas, en muchos casos son todavia desconocidas {(Huang ef al,, 1993).

De esta forma, la conclusidn que es posible considerar sobre este bicindicador es
que las CxEs presentaron un rol como enzimas detoxificantes de metales pesados yfo
hidrocarburos relacionado con las actividades derivadas del pargue industrial. Sin
embargo, seria recomendable un disefo experimental con factores controlados para
poder aseverar especificamente que estos factores son modificantes de actividad de CxE
en el tipo de tejido examinado y en especies similares considerando la falta de
antecedentes y las fuentes de variacién de CxEs.

Fosfatasas

Considerando todos los bloques, especie, género y localidad, no se puede mostrar
diferencia significativa para la actividad de fosfatasas acidas (ACP) (Figura 32). Sin
embargo, en los ejemplares hembra del “Parque Ecologice Chipinque” el promedio fue
mayor que en el resto de [os bloques,
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La similitud en los niveles de actividad podria asociarse a que la gran mayoria de
los individuos se encontraban en el mismo estadio ya que se ha observado, en el macaco
Rhesus, que la enzima se presenta en pequedias cantidades en infantes, incrementando
en pubertad y alkanzando el maximo durante la adultez (Gutman y Gutman, 193g). Por
otra parte se ha reportado su presencia en serpientes durante la época reproductiva
(Bishop, 1959), por lo que la enzima también es considerada como una caracteristica
sexual secundaria, pues la concentracién varia dependiendo del estado de los andrégenos
del organismo {Chandicharan y Chapala, 1962).

Lo anterior sugtere que serfa necesario analizar la actividad enzimatica en distintas
etapas de vida para poder encontrar diferencias significativas o quiza en estaciones
extremadamente diferentes, ya que en Ia lagartija Calotes versicolor se ha encontrado alta
concentracion durante la época reproductiva y muy baja concentracién durante la
hibernacion (Chandicharan y Chapala, 1962). Al mismo tiempeo, se han documentado
variaciones en los niveles de actividad debido a factores externos, como en el pez Channa
marulivs, donde la actividad de ACP en tejido nervioso se redujo significativamente
debido al latex de 2 plantas de la familia Euphorbiaceae y 2z plantas de la familia
Apocynaceae, siendo esta reduccion dependiente de la dosis y del tiempo {Singh y Singh,
2005). De igual forma en el cangrejo Scylla serrata, la actividad de ACP decrecid en
hepatopancreas y ovario bajo el efecto de toxicidad por naftaleno, mientras que en
hemolinfa, la actividad se increment¢ (Vijayavel y Balasubramanian, 2006). Por estos
motivos y a pesar de los estudios previos, bajo los parametros en los que se llevd a cabo
este estudio, [a actividad de ACP no muestra sensibilidad o alteracién para considerar la
utilizacién de este bicindicador de estrés o contaminacién ambiental.

En el presente trabajo, los niveles de actividad de las fosfatasas: ACP y ALP, no
mostraron relacién entre si. Contrariamente, Trivedi et al. {2001), encontraron una
relacion entre la actividad de ACP y ALP, exponiendo a sulfonato de alquilbenceno al pez
gato (Heteropneustes fossilis), mostrando que la actividad de ACP se eleva al
incrementarse la concentracion del quimico; mientras que la actividad de ALP decrecid
en el mismo periodo de exposicion. Igualmente, Mazorra et al. (2002) detectaron un tipo
mixto de inhibicion de actividad de ALP y ACP en érganos y tejidos de la almeja
Scrobicularia plana por efecto de mercurio, modificandose los parametros Km y Vmax por
la concentracion del contaminante.

Respecto a la actividad de ALP, ésta fue significativamente més baja en el parque
industrial (Figura 33). Esta enzima es ubicua en la naturaleza, desde bacterias a humanos.
Su primera funcion establecida, fue el rol en la mineralizacidn de hueso, y recientemente
se ha propuesto que la ALP regula transporte de lipidos, sin embargo su papel fisiolégico
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y sustratos naturales siguen siendo desconocidos (Hui y Tenenbaum, 1988; Van Hoof y De
Broe, 1994; Fedde et al, 1999; Narisaw et al, 2003). Sin embarge, se han realizado
estudios en diversas especies y tejidos, como Trof et al. (2006) que han intentado utilizar
la actividad de ALP como biomarcador de dafio renal agudo, o en el caso de Mazorra et
al. (2002), quienes analizaron la actividad de ALP en diferentes tejidos de la almeja
Scrobicularia plana, y exhibiercn en glandula digestiva los valores mas altos de actividad.
Similarmente, con los resultados de este trabajo, se ha mostrado una relacidn del
decremento de actividad de ALP por exposicion a contaminantes. Singh et al. (2008),
concluyen que niveles altos de plomo influencian en el decremento de actividad de ALP
en ratas. También en tejido nervioso de el pez Channa marulivs, 1a actividad de ALP
decrece significativamente debido al efecto del litex de plantas de las familias
Evphorbiaceae y Apocynaceae (Singh y Singh, 2005). Un nivel de actividad enzimdtica
debajo del rango normal, puede traer consigo fallas fisiolégicas, como ejemplifican
Trivedi et al. (2001), que atribuyen dafio reproductivo en peces por decremento de
actividad de ALP, ya que la enzima estd involucrada en varias actividades metabdlicas,
incluida la maduracién gonadal.

Auln no esta clarificada la relacidn lineal de contaminantes respecto a la actividad
de esta enzima, como publicaron Ramesh et al. (1994), mostrando que con un
tratamiento del 10% del efluente de una fabrica de aceite vegetal en el pez Cyprinus
carpio, la actividad ALP decrecié después del 2° y 8° dia de exposicion. Pero en peces que
fueron tratados con el 25% del efluente, la actividad incremento después de 30 minutos, y
posteriormente durante el periodo de recuperacién la actividad decrecio. Esto muestra
que la relacién de actividad ALP-contaminantes no es estable, y dependiendo del factor
afectante en ocasiones aumenta la actividad, como encontraron Silva et al. (2004) que al
administrar aceite en la rana toro {Rana catesbeiana) observaron que la actividad de ALP
incrementd en higado y en suero, afirmando que el tratamiento induce dafo en el tejido.
De igual forma, Swarup et al. (1998) realizaron un estudic en poblaciones de ganado
vacuno afectado por fluoruro, encontrando un nivel significativamente mayor de ALP en
animales afectados que en animales normales.

De esta forma, considerando estos antecedentes, podriamos deducir para el
presente trabajo que la poblacidn de lagartijas de El Carmen estaria afectada por algun
contaminante distinto al fluoruro.

Los resultados permiten sospechar que los individuos de El Carmen sufren
exposicion a contaminantes, no obstante, para determinar especificamente cudl, se
necesitarian realizar mas estudios, pues no es concreto el efecto de cada contaminante
sobre este bioindicador. Por ejemplo Srinivas et al. (2006) secuenciaron parcialmente una
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isoenzima en la polilla Helicoverpa armigera, identificandola como una fosfatasa alcaling,
la cual vefa afectado su nivel de actividad cuando el insecto era expuesto a
contaminantes de mercurio, plata y cadmio, mientras que el zinc incrementd la actividad
de la enzima. Otros estudios también han sido crientados a identificar diferencias en el
nivel de actividad ocasionados por factores intra e interespecificos, como en el caso del
cocedrilo de las marismas, Crocodylus palustris, donde el nivel de actividad de ALP es mas
del doble que en el falso gavial (Tomistoma schlegelil), en el cocodrilo mencionado
también se ha observado que la actividad de ALP es significativamente menor en
subaduftos que en juveniles (Stacy y Whitaker, 2000}. lgualmente serfa recomendable
reafizar mas estudios en el tejido blanco utilizado en este trabajo (TDC), puesto que los
niveles de actividad enzimatica de ALP pueden variar dependiendo def tejido analizado
(Mazorra et al,, 2002). En el caso de 8 especies de peces teledsteos ha sido observado que
la actividad de ALP en rifidn es hasta 10 veces mayor que los niveles de actividad de
higado (Cvancara y Huang, 1978). También Vijayavel y Balasubramanian (2006)
mostraron que en el cangrejo Scylla serrata, bajo el efecto de toxicidad por naftaleno,
incrementa su actividad de fosfatasas en hemolinfa, mientras que decrece en
hepatopancreas y ovario. Sin embargo, y a pesar de las diferentes respuestas en la
actividad de ALP que han observado diferentes investigadores, los resultados permiten
establecer que existe algin tipo de perturbacion, posiblemente debido a metales
pesados, en la localidad de El Carmen y admite sospechar que indagando mas sobre el
comportamiento de la actividad de esta enzima podria ser considerada como un
excelente bioindicador de contaminacion ambiental. ’

Superéxido Dismutasa

La SOD es utilizada generalmente como biomarcador de estrés oxidativo (Zhang et al.,
2008), pues cataliza la dismutacién del radical anion superdxido en H,0 yH,0, y provee la
primera defensa contra la toxicidad del oxigeno reactivo (Pandey et al,, 2003).

La produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) es inducida por
xenobioticos (Costa et al, 2008), mas metales pesados (en particular cobre y hierro)
pueden estar implicados en la activacion de reacciones relacionadas con oxigeno
(Lenartova et al, 1gg7), aunque también la toxicidad inducida por herbicidas estd
involucrada en la generacién de especies reactivas del oxigeno y estrés oxidativo (Costa et
al, 2008).

Bajo condiciones normales las ROS son eliminadas de la célula por la accién de la
SOD, catalasa y glutatién peroxidasa (Tocher et al., 2c02), de hecho, en tejido hepatico la
SOD es una de las enzimas principales en eliminar ROS durante la bioactivacion de
xenobidticos (Sk y Bhattacharya, 2006). No obstante, si la produccion de ROS rebasa el
sistema antioxidante, un desbalance entre la formacién y remocidn de ROS puede
producir estrés oxidativo (Girard y Boiteux, 1997). Todo esto puede conducir a que se
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agoten las defensas antioxidantes celulares al estar bajo exposicién de contaminantes
ambientales (Winston y Di Giulio, 1991). Los resultados obtenidos de la actividad de SOD
en el presente trabajo permiten mostrar una diferencia significativa entre las hembras de
El Carmen y las hembras det Parque Chipinque en la especie S. serrifer (Figura 34),
indicando una diferencia entre localidades, aunque no sea totalmente contrastante,
probablemente debido a que las hembras sean mas susceptibles al anilisis de este
bioindicador.

En la literatura consultada se encontraron reportes de este bicindicador para
diversas especies y en diferentes tejidos, como en el caso de peces del género
Hypostomus con actividad de SOD en higado, corazon vy tejide muscular {(Zawadzki et of.,
2001). Sin embargo, existen grandes variaciones en el comportamiento de [a actividad
SOD dependiendo de fas caracteristicas propias de cada estudio. Se ha reportado que
ante factores externos la actividad SOD puede inhibirse o incrementarse, o incluso a
veces suceden ambos cambios de actividad en diferentes tejidos del mismo organismo.
Por ejemplo, cuando renacuajos de rana toro (Lithobates catesbeiana) son expuestos a un
herbicida, la actividad de la enzima SOD se incrementa en higado un 81% respecto a
renacuajos control, mientras que en musculo la actividad decrece 27% (Costa et al,, 2008).
Este estudio soporta que la actividad SOD, inclusive bajo pardmetros controlados,
depende del tejido analizado. Inclusive, en algunas ocasiones los patrones de actividad de
SOD no muestran relacién con contaminantes ambientales, como se encontrd en un
estudio utilizando hormigas Formica polyctena en sitios con contaminacion industrial de
metales pesados (Migula y Glowacka, 1996). Para el analisis de esta enzima, los tejidos
con mayor contacto al oxigeno pueden ser buenos blancos de investigacién ya que se ha
observado un fuerte incremento en los pulmones en respuesta a fa produccion de ROS
durante el nacimiento, aumentando la actividad en pulmones fetales de ratas, conejos,
conejillos de indias y hamsteres, con elevaciones rapidas durante el Gltimo 10% at 15% del
perfodo de gestacién {Frank y Sosenko, 1987; Starrs et al, 2001). Ademas, el
comportamiento varia dependiendo del organismo, come en animales acudticos, que
bajo condiciones hostiles, pueden tratar de escapar de la situacién estresante o activar
ajustes fisiolégicos que puedan neutralizar el estrés impuesto (Driedzic y Gesser, 1994).

Casos en donde la actividad de SOD decrecié han sido reportados en carpas
{Cyprinus carpio) al ser expuestas a altas concentraciones de cobre (Radi y Matkovic, 1988;
Lenartova et al,, 1997). También, el aumento de dafio de la membrana lipidica en células
ovaricas de hamster chino, se relaciona con la inhibicién de las defensas antioxidantes
{Khadir et al., 1999). Zhang et al. (2008} encontraron un decremento de actividad de SOD
en el pez Gobiocypris rarus, ante la exposicién de Hexabromociclododecano (HBCDD),
atribuyendo la inhibicién a un dafio a la enzima debido a la produccién de ROS conforme
aumento el nivel de la proteina carbonilo.

La actividad de SOD presento un mayor nivel de actividad en el parque industrial,
con respecto al parque ecoldgico, ocasionado seguramente por las emanaciones
industriales. Aunque no estdn clarificadas fas causas que conllevarian a este efecto,
existen estudios que obtuvieron resultados similares a los encontrados en la presente
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investigacidn. Huang et al. (2007), trabajaron en el Rioc Amarillo (China} y analizaron la
actividad de SOD en higado, rifdn e intestino en la carpa Cyprinus carpio, siendo
significativamente mayor la actividad en sitios afectados por contaminantes mixtos,
incluidos fenoles, aceites y amoniaco, para los tres tejidos analizados. Algunos de los
contaminantes que quiza estan afectando la actividad de SOD en las hembras de El
Carmen podrian ser metales pesados, ya que se ha observado que las tilapias
{Oreochromis mossambicus) expuestas a cadmio presentan un incremento significativo de
este bioindicador en higado y rifidn desde el 7° hasta el 15° dia, mostrando que esta
enzima antioxidante tiene funcidn protectora contra toxicidad de cadmio (Basha y Rani,
2003), pudiendo ser 1a fuente de éste, las misma emanaciones industriales. Podria ser que
los individuos de El Carmen, al incrementar su nivel de actividad de SOD, estan
respondiendo contra los efectos téxicos del radical anion superdxido (Huang et al,, 2007).
Ademas de las variaciones propias de la enzima, quiza el presente estudio no concuerda
con ciertas investigaciones previas debido a que el trabajo fue realizado in vivo, y
controlar los factores en campo es practicamente imposible, aunque ya se han utilizado
enzimas antioxidantes como biomarcadores de varios contaminantes ambientales en
campo, mas sus diferencias son muy variables dependiendo de la especie, enzima y
contaminantes (Ahmad et al, 2000; Gadagbui y James, 2000; Oruc et al, 2004). Sin
embargo, las causas precisas de la diferencia de actividad de SOD sélo podrian
determinarse controlando la gran mayorfa de las causas perturbantes, ya que puede
aumentar o inhibirse ante la exposicidn de xencbidticos dependiendo de la intensidad y la
duracion de la aplicacion de estrés, asi como también a [a susceptibilidad de la especie
expuesta (Orucy Usta, 2007).

Es posible utilizar la actividad de la SOD como biomarcador eficaz, pero seria
necesario aplicar un acercamiento integral para estudiar cambios en la actividad de Ia
SCD dependiendo de las caracteristicas y nivel de desarrollo ontogenético y filogenético
de los organismos, estado funcional de sus érganos y tejidos, condiciones ambientales,
cambios dependientes de la edad, y |a tasa de las especies de produccion de sustancias
reactivas de oxigeno (Zakaryan et al, 2002). La habilidad de predecir los efectos en los
organismos de los contaminantes y extrapolar los efectos tdxicos a nivel de laboraterio a
poblaciones o comunidades se ha convertido en un factor muy importante (Costa et al,,
2008), por [o que seria conveniente realizar estudios mas profundos en esta enzima.

Glutatiéon S-Transferasa

La actividad GST esta involucrada en |a detoxificacion de xenobidticos y los productos de
la peroxidacion de lipidos (Griffith, 180}, encontrandose fa mayor actividad en higado de
diversas especies, como se ha reportado en ranas (Rana pipiens) y tilapias (Oreochromis
mossambicus) (Basha y Rani, 2003; Hermes-Lima y Storey, 1998). Las transferasas son
conocidas como buenos indicadores de toxicidad de metales (Wilczek et af., 1997), y de
exposicion a xenobidticos organicos {Sayeed et af, 2003), sin estar relacionada dicha
actividad con deshidratacion ni en misculo ni en higado en la rana Rana pipiens (Hermes-
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Lima y Storey, 1998). Por lo que previamente se han realizado investigaciones utilizando
la GST para detectar contaminacion {Seny Kirikbakan, 2004).

La literatura revisada sobre la actividad GST como bioindicador del ambiente en
herpetofauna fue escueta, a pesar de que ésta ha sido utilizada ampliamente en diversos
estudios como indicador de contaminacidn y estrés ambiental en otros organismos,
reportando en muchos casos resultados similares a los de este estudio. En tortugas
{Chrysemys picta, Caretta caretta, Chelonia mydas y Lepidochelys olivacea) y en el sapo
Chaunus schneideri, la actividad de GST ha sido significativamente mayor en los
individuos pertenecientes a sitios contaminados en comparacién con sitios control
{Attademo et al,, 2007; Rie etal, 2000; Richardson et al., 2009).

Nuestros resultados mostraron que para 5. serrifer no hubo diferencia significativa
entre hembras y machos, al igual que en la tortuga Chrysemys picta (Rie et al., 2000). Sin
embargo en S. torquatus si se encontrd una diferencia entre sexos. Los resultados de este
estudio mostraron diferencia significativa entre hembras de ambos sitios, presentandose
fa mayor actividad en El Carmen (sitio impactado){Figura 35), también concordando con
lo encontrado en la tortuga Chrysemys picta (Rie et al, 2000).

Diversos estudios muestran plausible el uso de la actividad GST como indicador de
contaminacién. Pathiratne et al {2009) sefialaren que la actividad de GST puede ser
utilizada como biomarcador al evaluar el estatus de contaminacion y tendencia de
contaminacién en los recursos de agua en Sri Lanka. La mayoria de [as investigaciones
revisadas sobre la actividad de GST, fueron estudios en peces para evaluar contaminacién
en ambientes acuaticos. Hayes y Pulford (1995) sugieren que la actividad GST forma parte
de la respuesta adaptativa a estrés quimico, ya que esta actividad puede incrementarse
significativamente por la exposicidn a compuestos externos, y por ello es utilizada comoe
un biomarcador efectivo a contaminacion acuatica. Armknecht et al. (1998) reportaron
una elevada actividad de GST ante la exposicién a hidrocarburos aromaticos de creosota
en el pez Fundulus heteroclitus. En el pez Leuciscus cephalus, |a actividad total de GST fue
significativamente mayor en un area contaminada en comparacién con un sitio de
referencia (Lenartova et al,, 1997). Ahmad et al. (2000) indican que el nivel de actividad de
la enzima antioxidante GST puede servir como marcador substituto de la exposicion a
contaminantes oxidativos, ya que la exposicion de peces (Channa punctatus) al efluente
de una fabrica de papel causé incremento en el nivel de GST con relacién al tiempo. El
patrén antioxidante fue diferente en los tejidos, mostrando el higado ser el mas
resistente al dafo oxidativo. Asi, antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos actdan
como una importante defensa bioldgica ante el estrés oxidativo ambiental. Estos
resultados sopaortan la teoria de que los individuos de El Carmen pueden estar bajo estrés
oxidativo.

Sen y Kirikbakan (2004) encontraron en peces (Liza saliens) una actividad GST
significativamente mayor en sitios contaminados de la Bahia de lzmir (Turquia), siendo
mavyor la actividad en sitios contaminados por desechos industrizles, vertidos de buques y
drenajes domésticos, seguidos por sitios de fa regién del Egeo a donde llegan aguas de
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escarrentia urbana y de zonas agricolas tratadas con herbicidas y pesticidas y 105 valores
mas bajos de GST fueron de un sitio de referencia con escasa contaminacion. Con lo
anterior se enfatiza el interés de utilizar la actividad GST en Liza saliens como
herramienta de monitareo para estimar contaminacion en ecosistemas acuaticos. Lo que
ayuda a suponer que la elevada actividad en El Carmen pudo ser ocasionada por
contaminacion de desechos industriales, posiblemente metales pesados ya que ha sido
demostrada una funcidn protectora contra toxicidad de cadmio de esta enzima
antioxidante (Basha y Rani, 2003}. Sin embargo, no se puede afirmar que es un factor el
que produce la mayor actividad en el Carmen, sino que existe la posibilidad de que sean
un conjunto de contaminantes, como lo reportan Huang et al. (2007), donde sitios del Rio
Amarillo {(China) con contaminantes mixtos (incluidos fenoles, aceites y amoniaco)
presentaron mayor actividad GST en carpa Cyprinus carpio.

Son diversos los estudios que incluyen una comparacidon de actividad GST en sitios
de referencia contra sitios impactados, y han mostrado resultados semejantes con los del
presente estudio. Pathiratne et al. (2o09) compararon peces {Oreochromis niloticus) de
dos sitios de un lago, ambos localizados contiguamente a industrias y en ellos se vierten
incontroladamente effuentes industriales, basura doméstica y se compararon contra
peces de un sitio de referencia y un grupo control, encontrando mayor actividad de GST
hepatica en los peces de los sitios contaminados. Lo que también sugeriria que la
actividad GST puede inducirse para resistir la toxicidad de los contaminantes (Gadagbuiy
James, 2000).

La actividad GST no ha sido relacionada Unicamente a contaminacién industrial,
aunque si con mayor frecuencia. Varios autores han ligado su actividad con exposicion a
plaguicidas, inclusive se ha mostrado ausencia de efectos en la actividad de GST por
plaguicidas organofosforados en afidos (Rhopalosiphon padiy y neurépteros (Micromus
tasmaniae) (Booth et al, 2007). Aunque en linfocitos humanos, el malatién (OP)} causa
incremento en la actividad GST {(Banerjee et al, 1g99g). Uner et al. (2007) en tilapias
(Oreochromis niloticus), expuestas a diferentes dosis de diazindn (OP}), encontraron un
incremento significative de actividad enzimatica en el primer dia del tratamiento, y a
pesar de que el aumento no tuve linealidad afirman que la actividad GST puede servir
como indicador de exposicién a diazindn durante periodos agudos y subcrénicos, y
tarmbién puede ser utilizada para determinar riesgo ambiental para este plaguicida.

Srikanth y Seth {2006) reportaron que el malatién incrementd la actividad de 1a
GS5T en un 50% en cerebro e higado de ratas, al igual que el endosulfan (organociorado),
pero al mismo tiempo se inhibid la actividad de la AChE. Esto también ayuda a soportar la
teoria de que los plaguicidas no son los causantes de la diferencia de actividad enzimatica
entre las localidades Chipinque y El Carmen, pues seguramente el incremento en
actividad GST en el Carmen iria acompafiado de una inhibicion significativa en la
actividad de colinesterasas, suceso que no ocurrié en este estudio.
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Los estudios realizados sobre actividad GST abarcan un amplio rango de especies,
incluidos los invertebrados, donde también se reportan resultados similares a los de la
presente investigacion. Lukkari et al. (2004} encontraron en lombrices de tierra una
relacion entre el aumento de actividad GST con wn incremento progresivo en la
concentracion de metales en suelo. Mientras que, en el mosquito Aedes aegypti, los
individuos resistentes a insecticidas presentan una alta actividad GST (Rodriguez et al.,
2001). Wilczek et al. (1997) en dos especies de arafias (Metellina segmentata y Araneus
diadematus) en sitios contaminados por vertederos metaldrgicos y de carbén, mostraron
actividad enzimatica significativamente mayor,

El seguimiento de actividad GST debiera hacerse en la misma estacién del afo, a
menos que se categorizaran los cambios en la actividad enzimatica en las diferentes
estaciones del afio, pues en la tortuga Chrysemys picta se encontré en hembras un patrén
estacional, apuntando que la elevada actividad de fa enzima en el sitio impactado indica
que las respuestas ante contaminantes desconocidos o combinaciones de contaminantes,
estan impuestas sobre un ritmo estacional normal de actividad enzimatica en esta
localidad (Rie et al, 2000). Curiosamente, al igual que en este Ultimo estudio,
Gnicamente en hembras del escarabajo Pterosthicus oblongopunctatus, se encontraron
niveles significativamente mayores de actividad de GST en sitios a lo largo de un
gradiente de contaminacién de metales pesados comparado con un sitio de referencia,
mientras que los machos no tuvieron diferencia en la actividad enzimatica a lo largo del
gradiente de contaminacién (Stone et al., 2002).

El estado nutricional de los organismos podria ocasionar variaciones en la
actividad de GST. Los individuos de EI Carmen presentarcn las mayores longitudes
hocico-cloaca, por lo que se podria asumir que cuentan con una mejor alimentacién.
Sidhu et al. (2004) realizaron un estudio donde mostraron que la deficiencia protéica en
ratas normales produjo un aumento significativo en la actividad de GST, mientras que el
tratamiento con zinc en los animales con déficit protéico, disminuyo la actividad de GST.
Este factor se tendria que investigar mas a fondo para obtener datos concretos, aungue
por los resultados mostrados en el presente estudio, se sospecha que este factor no
afecto en grado alguno los resuitados que nuestros datos arrojaron.

En base a las investigaciones previas, se sostiene que [a actividad GST es un muy
buen indicador de estrés y contaminacion ambiental, aunque podria ser recomendable
uvtilizarla en conjunto con otras enzimas para poder desechar ruido ocasionado por otros
factores ambientales, como en el caso de este estudio, como los resultados de Ia
actividad de colinesterasas no indican afeccion por plaguicidas, se sospecha que la
actividad GST esta relacionada principalmente con emanaciones industriales.
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CONCLUSIONES

Las lagartijas del género Sceloporus pueden ser utilizadas como organismes centinela de
estrés y contaminacion ambiental al expresar niveles sensibles de actividad de enzimas
bioindicadoras, permitiendo diferenciar sitios con distinto grade de exposicion a
xenobidticos.

La especie Sceloporus serrifer resultd ser una buena especie centinela, con
posibilidad de extrapolar esta conclusion a todo el género, considerando posibles
diferencias inter e intraespecificas.

El tejido de la cola de lagartijas puede ser un material propicio para el monitoreo
de bioindicadores bioquimicos, dade que se puede obtener mediante una metodologia no
letal y en cantidad suficiente para detectar niveles proporcionales a los encontrados en
otros tejidos tradicionalmente utilizados, como higade o sangre.

Con el analisis de los bioindicadores utilizados se soporta la teoria de que la
poblacién de Sceloporus serrifer en el Parque Industrial El Carmen estd sometida a un
mavyor estrés ambiental, muy probablemente derivada de contaminantes de tipo metales
pesados yfo hidrocarburos, en comparacién con ta poblacién de Sceloporus serrifer en el
Parque Ecoldgico Chipinque.

La actividad de Colinesterasas se puede considerar un buen indicador de
contaminacién ambiental, ya que a pesar de que muestra actividad similar entre los sitios
estudiados, nos ayuda a discriminar entre los posibles tipos de contaminantes que estan
afectando estas localidades.

La actividad de Carboxilesterasas es un bioindicador muy sensible, aunque debeir
acompanado con el analisis de otros bicindicadores que permitan identificar con mayar
certeza los factores que inducen su variacion, dado su amplio rango de isoenzimas y por
ende su amplia gama de posibles funciones e interpretaciones.

La actividad de las Fosfatasas Alcalinas puede ser un biomarcador aceptable. Sin
embargo se necesita minuciosidad en la interpretacidn de datos, pues el comportamiento
de la actividad muestra inhibiciones e incrementos por diversos factores.

La actividad de las Fosfatasas Acidas, bajo las condiciones de este estudio, no
mostré sensibilidad para ser utilizada como indicador de estrés ni contaminacién
ambiental. Sin embarge, son necesarios mayores estudios sobre su actividad normal y
por lo tanto sobre la interpretacion de los resultados que arroja.
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La actividad de la Superdxide Dismutasa fue un bioindicador aceptable, pues su
actividad muestra indicios claros de perturbacién diferencial en los ambientes estudiados.
Empero, para una interpretacion mas detallada es importante: a) considerar dicha enzima
separando géneros y estadios; b) comparar los resultados obtenidos contra un control
previamente establecido; y ¢) generar mas informacién sobre la caracterizacion de su
comportamiento.

La actividad de la Glutation S-Transferasa fue un excelente biomarcador para el
presente estudio. Pero al igual que las CxEs su analisis debe ir acompafiado por otros
bioindicadores, & por el analisis de las isocenzimas por separado y documentacion del
comportamiento especifico de cada una de ellas.

RECOMENDACIONES

Cuantificar la presencia de contaminantes en diferentes matrices (e.g. tejidos,
suelo, alimento) de las localidades estudiadas que nos permitan establecer una
correlacion xenobidtico-bioindicador, con la finalidad de apoyar las conclusiones
establecidas en este trabajo.

Realizar estudios similares al presente estudio en otros sitios con diferente indote
de contaminantes, asi como en sitios pristinos.

Generar una base de datos sobre actividad enzimatica in vivo en diferentes
especies de Sceloporus para poder realizar comparaciones con otros estudios.

Realizar cinéticas de las enzimas analizadas en este estudio en un grupo control en
laboratorio libre de exposicién a contaminantes, para tener datos “normales” de
actividad, y asi lograr conclusiones mas contundentes.

Analizar en Sceloporus mediante estudios de laboratorio las posibles variaciones
por exposicion a xenobidticos, entre especies, géneros, estadios, dosis y tiempo de
exposicion. Logrando una caracterizacion mas amplia del comportamiento de cada una
de las enzimas.

Incluir otros bioindicadores, por ejemplo catalasa, glutatién peroxidasa y ERGD.

Utilizar para las enzimas estudiadas sustratos alternos que pueden tener mayor
afinidad a las isoenzimas presentes en estos organismos (e.g. CONB y DCNB para medir fa
actividad GST) para lograr una mayor sensibilidad y claridad en los resultados y asi poder
comparar los resultados contra otros estudios.
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ANEXOS
Anexo 1
Absorbancia para Acetilcolinesterasa en distintos organos de Sceloporus consobrinus
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Anexo 2

Absorbancia para Butirilcolinesterasa en distintos érganos de Sceloporus consobrinus
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Anexo 3
Absorbancia para Carboxilesterasa en distintos dérganos de Sceloporus consobrinus
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ANEXO 4

Imédgenes de Sceloporus

llustracién 2. Vista dorsal de un juvenil hembra
de Sceloporus torquatus

llustracién 3. Vista dorsal de un adulto hembra
de Sceloporus serrifer

llustracién 1. Vista ventral de un adulto
macho de Sceloporus torquatus

llustracién 4. Vista ventral de un aduito macho de
Sceloporus serrifer
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