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PROLOGO

Tépicos en Biologia, retoma los esfuerzos por cubrir una necesidad
imperante de la comunidad de la Facultad en Ciencias Bioldgicas (FCB)
de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla (BUAP), por plasmar
su propia identidad mediante la generacién de conocimiento nuevo;
conocimiento surgido del estudio de maltiples facetas de la Biologia en el
estado de Puebla. Quienes contribuyen a esta obra nos muestran a la
biologia como una ciencia de multiples dimensiones, que no ciencias
bioldgicas, la biologia es una, con paradigmas estructuradores que dan
coherencia a los multiples campos.

Tépicos en Biologfa muestra una diversidad de temas que poseen
entre ellas la conexién de llamar la atencién sobre problemas de interés
para el estado, desde el abordaje de técnicas de produccién de alimentos
tradicionales en México con el capitulo: Estudio sobre diferentes indculos
para inducir la formacién de agallas de Ustilago maydis, hasta capitulos
con casos emblematicos de interaccién entre acacias e insectos tipicos de
las zonas semidesérticas, que posee ademds el valor agregado de
considerar el papel de compuestos odorantes poco reconocidos como
herramientas de control bioldgico.

Forma una parte importante del libro el abordaje de problemas de
salud en el estado de Puebla como una zona focal y de endemismos; en el
capitulo sobre el conocimiento y practica médica respecto a
enfermedades transmitidas por vectores, queda patente la necesidad de
una interaccién mayor entre los especialistas en vectores y los
profesionales de la salud.

Asi mismo, el laboratorio de parasitologia y vectores de la FCB, nos
muestra un panorama desconocido y por ello preocupante sobre la
toxoplasmosis y su incidencia en poblaciones humanas en edad
reproductiva, siendo evidente la necesidad de ahondar el conocimiento
no sélo cientifico de las enfermedades zoonéticas sino también en el
conocimiento que la poblacidn en general tenga de ellas para asi evitar
conductas de riesgo, dado que los organismos portadores hacia el humano
son muchas veces las que interaccionan con €l como mascotas.

Otro problema de salud que si bien tuvo su pico maximo hace
algunos anos, no deja de ser un peligro latente por las ventajas
econdmicas que conlleva, el uso del clembuterol; en uno de los capitulos



de esta obra se describen los metabolitos que surgen con la ingesta del
clembuterol y sus concentraciones en bovinos destinados al consumo
humano.

En un tema distinto pero asociado al cuidado del medio ambiente,
el capitulo sobre el Jardin Botanico San Juan Bautista De La Salle, hace un
interesante recordatorio sobre el papel que los Jardines Botdnicos guardan
como centros de educacidn, al abarcar programas multiples como cursos,
talleres, recorridos y conferencias para distintos sectores de la poblacién,
considerdandolos como un medio importante no sélo para el aprendizaje,
la investigacidn y la conservacién ex situ de plantas, sino sobre todo para
vincular a los sectores generadores de conocimiento formal ylos sectores
foco de la sociedad para que dichos conocimientos permeen y puedan
eventualmente tener un significado y trascendencia en la vida de las
comunidades.

Finalmente, en dos capitulos mads, se trata el tema de dos especies
emblematicas ampliamente distribuidas en México, correspondiente a un
roedor (Peromyscus difficilis amplus) y al cacomixtle (Bassariscus
astutus). De este Gltimo podemos seflalar que su estudio es fundamental
para los biomas del estado de Puebla ya que es un excelente dispersor de
semillas, las cuales se ven favorecidas en sus capacidades de germinacién
al pasar por el tracto digestivo de estos animales, pero sobre todo los
cacomixtles tienen un papel fundamental como controladores de plagas
asociadas a roedores e insectos. El registro de sus conductas alimenticias
reviste un papel especial ya que una descripcién de su estado y de las
condiciones medioambientales que privan en su entorno, repercute a su
vez en nuestro conocimiento para la conservacién del medio ambiente.
Por su parte Peromyscus difficilis amplus, endémico de México, ha sido
ampliamente utilizado en estudios de ecologia, comportamiento,
fisiologia, sistemdtica y evoluciéon; mediante el estudio del cariotipo
podemos observar, al compararse con registros previos y de otras
localidades, la tendencia a la diversificacion por lo que esta especie es un
buen ejemplo de una especie politipica y excelente modelo para el
entendimiento del papel que la deriva genética, la seleccion natural y las
barreras geografica juegan en la genética evolutiva.

Esperando que Tépicos en Biologfa sea el primero de una serie de
publicaciones que ahonden en el quehacer de la Biologia desde una



perspectiva local pero siempre aportando al entendimiento global de los
problemas basicos de la biologia, los problemas de salud y
medioambientales.

Salvador Galicia Isasmendi



INTRODUCCION

El presente libro es una recopilacién de las investigaciones realizadas por
los trabajos de la Facultad de Ciencias Bioldgicas (FCB) de la Benemérita
Universidad Auténoma de Puebla (BUAP). Las aulas y laboratorios son
espacios en los que dfa a dia se genera nuevo conocimiento, asi también
se reconoce la importancia de difundir la investigaciéon que se genera al
interior del dmbito académico. Debemos dar oportunidad a que los
resultados que se generan en la investigacidén por estudiantes, docentes e
investigadores sean difunda y con ello dar paso al inicio de nuevas
investigaciones. La blasqueda de conocimiento es siempre una constante
y el comdn denominador de las instituciones educativas. Es asi como el
presente documento tiene como objetivo difundir las investigaciones que
se realizan al interior de la FCB.

En el capitulo 1, “Interaccién insecto-planta mediada por
compuestos organicos volatiles: el caso de coledpteros Melolonthidae y
acacias distribuidos en Puebla”, se aborda el tema de las interacciones
planta-hospedero y la importancia de los compuestos organicos volatiles
COVs). El estudio se concentra en el papel que dichos compuestos tienen
para Macrodactylus mexicanus Burmeister, un escarabajo de la familia
Melolonthidae, en la localizacién de sus plantas hospederas.

El capitulo 2, “Modulacién cruzada entre los neurotransmisores
glicina y GABA en médula espinal y estriado dorsal de la rata”, nos
describe los mecanismos de comunicacién que se ejecutan a través de las
neuronas. En el ntcleo estriado existen los receptores glicinérgicos
(GlyR’s) y tras su activacion participan en la regulacién de la liberacion
de determinados neurotransmisores como la acetilcolina. El estudio
muestra que las respuestas neuronales no solo dependen de la liberacién
y la activacién de receptores Gnicos, sino que existe una co-liberacién
necesaria para regular la activacién de receptores y regular los circuitos
neuronales. El conocimiento de estos mecanismos es importante para la
comprension en la coordinacién motora y en los patrones de locomocién.

El capitulo 3, “Modo de acciéon del beta agonista adrenérgico-
clembuterol-p2AA-Clb, en bovinos”, se enfoca en determinar cuales son
los metabolitos que surgen con la ingesta del clembuterol y sus posibles
derivados que se almacenan en la estructura hepdtica, pancreas, glandula
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suprarrenal, masculos y érganos genitales, este modelo principalmente
en bovinos.

En el Capitulo 4, “Conocimiento y practica de médicos respecto a
enfermedades transmitidas por artrépodos”, se exploran en una encuesta
los efectos etioldgicos modos de transmisidén, manifestaciones clinicas,
prevenciéon y tratamiento de las enfermedades transmitidas por
artréopodos. Los resultados muestran dreas de oportunidad para mejorar
los programas de estudio de licenciatura y el tratamiento a pacientes.

En el capitulo 5, “Toxoplasmosis. Una infeccion parasitaria grave en
las poblaciones humanas en edad reproductiva”, muestra los resultados de
un estudio realizado a 100 mujeres gestantes en la ciudad de Puebla; de
las cuales 44 dieron positivas a la presencia de anticuerpos anti-T.gondii.
Los resultados sefialan la importancia de una campafia de medidas de
prevencién y tratamiento oportuno.

En el capitulo 6, Andlisis cromosémico de Peromyscus difficilis
amplus de San Pedro Atlixco, Tianguismanalco, Puebla”, se examina el
cariotipo en organismos de la especie Peromyscus difficilis amplus
provenientes de San Pedro Tianguismanalco, Puebla. El resultado es
2n=48 y NF=52. El cromosoma sexual X fue submetacéntrico y el sexual
Y fue telocéntrico. Asimismo, la especie presenta en su mayoria por
cromosomas telocéntricos.

En el capitulo 7, “Dieta del cacomixtle (Bassariscus astutus) en
Zapotitlan Salinas, Puebla”, se determiné la dieta del cacomixtle a partir
de heces fecales, en dos zonas en Zapotitlan Salinas, Puebla. La dieta de
Bassariscus astutus en matorral xeréfilo estd conformada por plantas,
reptiles, aves, artrépodos, gasterépodos, mamiferos y peces. Mientras
que, en bosque de cactdceas, Bassariscus consume plantas, reptiles y aves;
y de forma complementaria consume: artrépodos, mamiferos y
gasterépodos.

En el capitulo 8, “Empleo de reguladores de crecimiento en el cultivo
in vitro de Ampelocissus acapulcensis”, se muestran las mejores
condiciones y concentraciones de reguladores del crecimiento necesarias
para la induccidén a callo del tejido vegetativo de la uva silvestre
Ampelocissus acapulcensis. Los resultados muestran que los mejores
reguladores para la induccion a callos son: 1) 6-bencilaminopurina (BAP)
en combinacién con d4cido naftalenacético (ANA), 2) BAP en
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combinacién con acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y 3) kinetina
(KIN) en combinacién con 2,4-D. Los resultados son de utilidad en la
industria biotecnoldgica.

El capitulo 9, “Revisién documental de las diferentes formas de
inoculacién para inducir la formacidn de agallas de Ustilago maydis en
maiz”, nos muestra una revisién bibliografica de los procesos de
inoculaciéon del maiz por el hongo parasito denominado como
huitlacoche (Ustilago maydis). Se aborda una metodologia asertiva para
la produccion del hongo. El trabajo concluye que el mejor método de
propagacion es por medio liquido, utilizando la inoculacién por
inyeccién.

En el capitulo 10, “Jardin Botanico San Juan Bautista De La Salle: Un
espacio para la conservacién y la educacion ambiental en la zona norte de
la Ciudad de México”, nos enfatiza en el importante papel que tienen los
jardines botanicos como reservorios bioldgicos y su papel en la
conservacidn. El trabajo muestra el proceso de creaciéon del Jardin
Botanico San Juan Bautista De La Salle, en CDMX, siguiendo el método
establecido para Jardines Botdnicos publicado por SEMARNAT con fines
de educacion ambiental y conservacidn de especies.

Con diez capitulos, Tépicos en Biologia recopila los trabajos de
investigacidén actualmente realizados por los investigadores de la FCB,
para conocimiento y difusién entre la comunidad académica y pablico en
general.

Veronica Cepeda Cornejo
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Capitulo 1
Interaccion insecto-planta mediada por compuestos
organicos volatiles: el caso de coledpteros Melolonthidae y

acacias, distribuidos en Puebla

Noe Yamil Pages Paez’, Angel Alonso Romero Lopez?*

! Universidad Auténoma de Tlaxcala, Facultad de Ciencias Biolégicas, Carretera Tlaxcala-Puebla
S/N, La Loma Xicotencatl, Tlaxcala, México, C.P. 90070. yamilpages@gmail.com

"Benemérita Universidad Auténoma de Puebla, Facultad de Ciencias Biolégicas, Blvd. Valsequillo
y Av. San Claudio, Edificio 112-A, Ciudad Universitaria, Col. Jardines de San Manuel, Puebla, C.P.
72570.

*Autor de correspondencia: alonso.romerolopez@correo.buap.mx

RESUMEN

El estudio de las interacciones insecto-planta se relaciona
prioritariamente con los compuestos orgdnicos volitiles (COVs),
sustancias producidas y emitidas por las plantas a partir de su
metabolismo secundario, las cuales resultan fundamentales para su
defensa, proteccidén y comunicaciéon (Marin-Loaiza y Céspedes, 2007). El
tema de interacciones insecto-planta hospedera en los Coleoptera
Melolonthidae que se distribuyen en México ha generado interés entre
algunos especialistas en Ecologfa quimica, enfocando la atencién en los
habitos y comunicacién de estos insectos (Romero-Lépez, 2016). Los
estudios en este sentido se han concentrado especialmente en adultos de
Macrodactylus mexicanus Burmeister (“frailecillos”), para los cuales se ha
obtenido informacién sobre la localizacién de sus plantas hospederas por
COVs (Romero-Lépez, 2016; Morales-Blancas y Romero-Lépez, 2019;
2020; Nieves-Silva y Romero-Lépez, 2019; Moctezuma-Vega y Romero-
Lépez, 2020). Para dar seguimiento al esquema de comunicacién quimica
de esta especie de Melolonthidae con relaciéon a nuevos reportes de
hospederos y los COVs que producen-liberan, en el presente estudio se
describe el comportamiento de localizacién por parte de los adultos de
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M. mexicanus al momento de su interaccién con arbustos de Acaciella
angustissima (Mill.) Britton & Rose (acacias”), ambas especies
distribuidas en el Cerro Zapotecas, ubicado en el municipio de San Pedro
Cholula, Puebla México. Simultineamente, se confirma la actividad
bioldgica de hojas y flores de esta planta en adultos de estos coledpteros,
con base en bioensayos de laboratorio. Se obtuvo la secuencia general del
comportamiento de adultos de M. mexicanus en la interaccién con su
planta hospedera, describiendo cinco tipos de desplazamientos y tres
patrones desde el momento en que los adultos de M. mexicanus localizan
mediante el desplazamiento aéreo sus plantas hospederas, hasta la
permanencia en las flores de estas. Ademds de obtener respuestas
positivas significativas hacia macerados de hojas+flores de A.
angustissima respecto al control, confirmando la actividad atrayente de
los COVs de ambas estructuras vegetales.

Palabras clave: Macrodactylus mexicanus, Acaciella angustissima,
COVs comportamiento, actividad bioldgica

INTRODUCCION

Interacciones insecto-planta y compuestos organicos volatiles
(COVs)

El resultado de las interacciones entre los organismos genera
procesos ecoldgicos y evolutivos que definen la dindmica de su
coexistencia (Gutiérrez-Zamora, 2008). Esto conduce a diferentes tipos
de asociaciones, favorables o desfavorables como puede serlo la simbiosis
y sus extremos; mutualismo y parasitismo (Martinez-Ferndandez vy
Cordero del Campillo, 2002). El estudio de las interacciones que se
establecen entre los seres vivos genera informacién invaluable sobre
procesos bioldgicos, origen y evolucion, ademas de obtener detalles sobre
las sustancias quimicas que median las relaciones ecoldgicas resultantes
(Anaya-Lang y Espinosa-Garcia, 2006). Las interacciones entre insectos y
plantas son de las que mds interés han despertado entre los especialistas
y se ha evidenciado que todas se encuentran mediadas por compuestos
organicos volatiles (COVs) (Cantaa-Ayala ef al., 2019), siendo también el
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método de comunicacién mdas antiguo, evolucionando de productos
quimicos a sefiales y, por altimo, a transferencia de mensajes (Leonhardt
et al., 2016). La producciéon de los COVs se da por el metabolismo
secundario de las plantas como estrategia ante diversas condiciones
bidticas y abidticas (Baldelomar ef al, 2018), reportandose
principalmente en aquellas que forman parte de las familias Apiaceae,
Lauraceae, Myristicaceae, Lamiaceae, Asteraceae, Myrtaceae, Rosaceae,
Piperaceae, Verbenaceae y Rutaceae (Soto-Vazquez ef al, 2019). Los
COVs generalmente son mezclas complejas de compuestos de bajo peso
molecular, en su mayoria son de olor agradable, aunque se encuentran
algunos con compuestos azufrados, insolubles y se volatilizan a
temperatura ambiente, siendo los terpenos los mas relevantes (Martinez,
2001; Marin-Loaiza y Céspedes, 2007; Avalos-Garcia y Pérez-Urria,
2009). Dentro de las interacciones planta-insecto, los COVs juegan un rol
importante en la comunicacién, ya que ademds de brindar beneficios a las
plantas como mecanismos de defensa, atraccién y repelencia de
organismos y microorganismos, promueven la reproduccion, atraccion de
polinizadores y dispersidn de semillas (Cantda-Ayala ef al., 2019). Otras
actividades positivas al ecosistema atribuibles a estos volatiles es disuadir
interacciones dafiinas con insectos fitéfagos, competir por recursos y
comunicarse entre plantas, ademas de ser un indicador del estado
fisiolégico de las plantas (Ninkovic et al., 2021).

Interacciones “coledpteros Melolonthidae-plantas
hospederas” en México

La familia Melolonthidae es un grupo de coledpteros que se
caracterizan por mostrar un labro y mandibulas parcialmente expuestas
u ocultas bajo el clipeo, mandibulas esclerosadas, antenas formadas por
8-10 artejos, 3 a 7 correspondientes a la maza antenal. Presentes en todos
los habitats continentales, insulares y algunos lénticos, excepto en
ambientes con hielos perennes. Se encuentran desde el edafén hasta el
dosel, alimentdndose de hojas, flores, tallos, frutos, polen, néctar, savia,
corteza, detritus vegetal y rara vez depredan otros coledpteros. De
acuerdo con su comportamiento, se han centrado estudios por la
comunicacién quimica y el comportamiento sexual como el
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comportamiento precopulatorio, ubicando la fase en la que se involucran
las sustancias quimicas (Romero-Lopez, 2006). Este taxén se compone de
5 subfamilias (Melolonthinae, Rutelinae, Dynastinae, Cetoniinae y
Trichiinae), 127 géneros y 1179 especies (Mordn et al., 2014).

La eleccion de una planta como hospedera por parte de los insectos
estd relacionada con la calidad del recurso alimentario, la fecundidad y la
frecuencia de oviposicidn (Lépez et al., 1999), a través de una secuencia
comportamental en la cual el insecto distingue entre su planta hospedera
y la que no lo es mediante la busqueda, localizacién y aceptacion del sitio
por medio de los COVs (Romero-Lépez, 2016). Para los coledpteros
Melolonthidae se cuenta con registros de atraccién en adultos de
Melolontha hippocastani F. (Ruther et al., 2000, 2001, 2002), Melolontha
melolontha L. (Reinecke et al., 2002) y Maladera matrida Argaman
(Yarden y Shani, 1994) hacia voldtiles de sus plantas hospederas Carpinus
betulus (L.) y Quercus rubra (L.), asi como en cultivos de Arachis hypogaea
(L). En particular, para especies distribuidas en México como Phyllophaga
obsoleta Blanchard y Phyllophaga ravida Blanchard se registra la
interaccion de adultos con drboles de encino (Quercus spp.) (Romero-
Lépez et al, 2007), asi como el comportamiento de adultos de
Macrodactylus subspinosus F. (Heath ef al., 2001), Macrodactylus nigripes
Bates y Macrodactylus mexicanus Burmeister al interactuar con hojas de
diversas especies vegetales como Festuca arundinacea (Schreb.), Dactylis
glomerata (L.), “maiz” Zea mays (L.) y “azumiate” Baccharis salicifolia
(Ruiz & Pav. Pers.) (Romero-Ldpez, 2016). Destacan las pruebas quimico-
ecolégicas con COVs emitidos y liberados por hojas de B. salicifolia, los
cuales atraen a adultos de M. nigripes que a su vez muestran
desplazamientos dirigidos hacia ellas (Nieves-Silva y Romero-Lopez,
2019), asi como las respuestas de M. mexicanus hacia COVs liberados por
hojas y flores de “palo dulce” Eysenhardiia polystachya (Ortega) Sarg.
(Morales-Blancas y Romero-Lépez, 2019; 2020). Adicionalmente, se han
llevado a cabo observaciones con adultos de M. nigripes y M. mexicanus,
registrando los patrones de comportamiento mostrados como respuesta
hacia COVs de hojas de azumiate (Nieves-Silva y Romero-Lopez, 2019) y
encino (Moctezuma-Vega y Romero-Lopez (2020), asi como a hojas y
flores de palo dulce (Morales-Blancas y Romero-Lépez, 2019, 2020), en
etogramas, anicos en su tipo.
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Interaccién Macrodactylus mexicanus-Acaciella angustissima

Los miembros de M. mexicanus (Figura 1) se distribuyen
principalmente en las entidades mexicanas de Oaxaca, Puebla, Veracruz,
Estado de México, Distrito Federal, Michoacan, Jalisco, Durango,
Morelos, Hidalgo, Tlaxcala, Querétaro, Zacatecas, Coahuila y Baja
California Norte. Se trata de insectos activos durante los meses de mayo
a septiembre, presentes en ambientes templados, frios o semi-calidos,
entre los 100 y 2,650 m de altitud; los adultos presentan cabeza negra,
artejos pardo--rojizos, piezas bucales negras, pronoto negro con vestidura
setifera amarilla o grisicea recumbente, €litros con el integumento del
disco rojizo ceniciento, meso y metatibias rojizas con los apices oscuros,
siendo notoria la diferencia de abdomen entre machos y hembras, mds
convexo y amplio el de estas altimas (Arce-Pérez y Mordn, 2000). En el
contexto de su comunicacién quimica, se ha evidenciado que las hembras
liberan atrayentes sexuales que atraen a los machos para la cépula y que
ambos sexos son atraidos por aleloquimicos liberados por sus plantas
hospederas (Romero-Loépez, 2016). En ambos casos, las estructuras
principales para la recepcion de estas sustancias quimicas son las sensilas
o quimiorreceptores localizados en ambas caras de las lamelas antenales,
resaltando las placoideas-auricilicas como las potenciales sensillas que
captan atrayentes sexuales y las basiconicas-celocénicas como los
primeros sitios de contacto con los COVs (Romero-Lépez ef al., 2017).

Figura 1. Macho de Macrodactylus mexicanus posado sobre hojas de
Acaciella angustissima en la zona de estudio del “Cerro Zapotecas” Es posible
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apreciar parte de lo que se ha considerado como el arreglo y posicion de las lamelas
antenales, caracteristico de estos insectos en la interaccion mediada por compuestos
orgdnicos voldtiles de su planta hospedera. Foto: Yamil Pages.

Por otro lado, los arbustos de A. angustissima (Figura 2) son
reportados como vegetacidn secundaria con una distribucién neotropical
presentando inflorescencias en fasciculos conformados por cabezuelas,
integradas por 10-12 flores pediceladas con simetria actinomorfa, en su
mayoria las flores son hermafroditas con 280-360 estambres con
filamentos libres entre si pero unidos a la base (Rico-Alvarado y Gomez-
Acevedo, 2022), carecen de espinas, nectarios y glandulas estaminales
llegando a medir hasta 12 m (Rico-Arce y Bachman, 2006). De acuerdo
con la produccién de COVs se sabe que las hojas de estos arbustos
producen w-pineno y S-mirceno (Pages-Paez, 2021), ademds de taninos
en su corteza, utilizados para curtir pieles (Rincén-Rosales y Gutiérrez-
Miceli, 2008).

Recientemente para la interaccidn “Macrodactylus mexicanus-
Acaciella angustissima” se han identificado por cromatografia de gases y
espectrometria de masas los COVs de las hojas de la planta y se ha
modelado in silico la interaccién molecular entre proteinas de unién a
olores (OBPs, por sus siglas en inglés) reportadas para otros
Melolonthidae y los COVs mads abundantes, obteniéndose la energia de
acoplamiento y las interacciones con los residuos de aminodcidos de las
proteinas. Esto se ha considerado como la primera evidencia de actividad
bioldgica en esta interaccidn, simulando la respuesta quimio-antenal por
parte de los adultos de M. mexicanus a los voldtiles liberados por las hojas

de la acacia (Pages-Paez, 2021).
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Figura 2. Acaciella angustissima en la zona de estudio del “Cerro Zapotecas”.
A) Arbusto ubicado entre otras acacias que se eligieron para llevar a cabo los
registros de observacion de las interacciones con adultos de Macrodactylus
mexicanus. B) Hojas y flores que muestran su disposicion en la parte media y
superior de cada uno de los arbustos bajo observacién. Fotos: Yamil Pages.

METODOS PARA ESTUDIO DE INTERACCIONES “MELOLONTHIDAE-
PLANTA HOSPEDERA”

Registros de observacion en habitat natural

Los estudios de observacion en campo permiten detectar,
interpretar y medir el comportamiento de los insectos, como su
alimentacidn, reproducciéon y sus servicios ambientales, entre ellos la
interaccion con su planta hospedera y emisiéon de COVs; en este sentido,
se han llevado a cabo estudios con abejas, hormigas, escarabajos y moscas
(Reyes-Prado et al., 2019). Para estudios con coledpteros Melolonthidae
se han empleado como modelos de observacién los adultos de
Phyllophaga cuyabana Moser, Holotrichia parallela Motschulsky vy
Maladera matrida Argaman (Oliveira y Garcia, 2003).

Bioensayos en laboratorio con olfatémetro

El olfato en los insectos es de gran importancia ya que se relaciona
con los patrones de comportamiento mdas importantes como son la
alimentacién, oviposicién y la localizacién de pareja (Lépez-Avila y
Rincén, 2006) por lo cual, se emplean los bioensayos, que son técnicas
especializadas que nos permiten, bajo condiciones controladas, conocer
las reacciones de los organismos bajo estudio (Avila-Cervantes ef al.,
2019). Un olfatémetro es un dispositivo que permite detectar, medir o
evaluar respuestas de eleccién o preferencia de los organismos hacia
diferentes estimulos, tanto en su forma pasiva (sin intervencién de flujo
de viento) como activa (mediante un constante flujo de viento) y que son
usados tradicionalmente para las pruebas en la Ecologia quimica. Existen
diferentes disefios de olfatémetros con flujo de viento como los de vidrio
de dos vias en “Y”, de cuatro vias con formas variadas, de cuatro, seis o
mas vias, principalmente de vidrio o acrilico. El de tubo en “Y” (Figura
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3) permite evaluar la preferencia de los insectos hacia dos estimulos, un
tratamiento y el control o bien, entre dos fuentes de COVs distintas
(Lépez-Avila y Rincén, 2006) y es empleado generalmente para
coledpteros de talla pequenia (Sanchez-Cruz, 2019). Los insectos se
colocan individualmente en la entrada del brazo de liberacién y el
bioensayo llega a su fin cuando el organismo ha llegado a uno de los dos
brazos del olfatémetro o que adn esté en el tubo de liberacién y haya
finalizado el tiempo de observacién (Lépez-Rodriguez et al., 2009). Para
Melolonthidae se han utilizado olfatémetros con diferentes caracteristicas
dependiendo del objetivo de cada estudio, ya sea para determinar la
preferencia alimentaria o para evaluar la respuesta hacia atrayentes
sexuales (Romero-Lépez, 2016).

Para estandarizar el uso de olfatémetros que permitan generar
informacién sobre la interaccién que establecen los insectos y las plantas,
en particular de la interaccion frailecillo-acacia, ademas de
complementar los estudios de comunicacién quimica de M. mexicanus,
en el presente trabajo se propone describir el comportamiento de
localizaciéon por parte de estos coledpteros al primer momento de
contacto con los arbustos de A. angustissima, ambas especies distribuidas
en una zona no perturbada de Puebla, relaciondndolo con las respuestas
de los adultos hacia muestras de hojas y flores de esta acacia, en

laboratorio.

Figura 3. Instrumental y equipo, empleados para llevar a cabo bioensayos

activos con adultos de diversas especies de Melolonthidae y vegetales. A) Detalle del
olfatémetro en “Y” de dos vias, con brazo central y brazos complementarios con
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conexiones. B) Bomba de aire con sistema de conectores y flujémetro que forma el
sistema de liberacion-control del flujo de viento. Fotos: Yamil Pages.

MATERIAL Y METODOS
Obtencién de insectos, hojas y flores

La recolecta manual de adultos de M. mexicanus se llevé a cabo entre
junio y julio de 2022, en una zona aislada no perturbada del Parque
Estatal “Cerro Zapotecas” (Figura 4) con coordenadas 19° 03' 38" y19° 04’
55"Ny 98°19'44" y 98°20' 28" O (Periddico Oficial del estado de Puebla,
2014), el cual se ubica en la localidad de San Pedro Cholula, Puebla
colindando con los municipios San Cristébal Tepontla, San Juan Tlautla,
San Gregorio Zacapechpan, San Francisco Coapa, San Sebastidn
Tepalcatepec, San Diego Cuachayotla y San Agustin Calvario (Tlapa-
Almonte, 2005). En el lugar predomina un clima templado subhdmedo
con lluvias en verano y con una temperatura media anual que fluctda
entre 18° y 20° C, con vegetacién diversa de cultivos de temporada,
arboles frutales, bosque de pino-encino y matorral xerdfilo (Flores-
Herndndez, 2011). Después de observar el comportamiento de los
coledpteros al interactuar con las ramas, hojas y flores de diferentes
arbustos de A. angustissima durante 3 h, entre las 11:00 y las 14:00 hrs,
horario con mayor actividad sexual y alimentaria de M. mexicanus, se
capturaron esos y otros especimenes, trasladdndolos en recipientes de
plastico de 1 L con suelo en su interior al laboratorio de Infoquimicos y
Otros Productos Bidticos (IOPB) de la Facultad de Ciencias Bioldgicas,
BUAP. Ahi, los adultos se determinaron taxondmicamente, ademds de
separarlos por hembras y machos con base en lo propuesto por Arce-
Pérez y Morén (2000). De igual forma, se recolectaron hojas y flores de
A. angustissima de los arbustos considerados para las observaciones. La
confirmacién de la identidad taxondémica fue por parte del MPhil A. J.
Coombes, curador del Jardin Botdnico Universitario, BUAP.
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Figura 4. Zona de arbustos de Acaciela angustissima ubicada al norte del
“Cerro Zapotecas” en donde se llevaron a cabo las sesiones de observacién de
interacciones y recolecta del material biolégico para los bioensayos en laboratorio.
Foto: Yamil Pages.

Observacion de interacciones en campo

En la zona de estudio, se describié la trayectoria general y
movimientos de los adultos de M. mexicanus con base en registros focales
y continuos, desde el instante en que los insectos iniciaban sus vuelos
hasta su primer contacto con alguna estructura vegetal de los arbustos de
A. angustissima. En la descripcién se considerd la frecuencia de cada
desplazamiento de los adultos con respecto al tiempo de observacidn; en
este caso, 15 min por insecto seleccionado. Se recopilaron filmaciones de
las sesiones de observacién con una cdmara Canon EOS Rebel T7 (n=20).

Confirmacién de actividad biolégica en laboratorio

Los bioensayos se llevaron a cabo en un horario de 11:00-14:00 hrs,
en el espacio destinado en el cuarto de cria del Laboratorio de IOPB para
este fin. Se empled un olfatémetro de vidrio en forma de “Y”, de dos vias,
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el cual consta de un brazo central de 14 cm y de dos brazos terminales de
13 ¢m cada uno, con un didmetro interior de 1.5 c¢cm. Cada uno de los
brazos estd conectado a una cdmara de vidrio de 6.5 cm de longitud y 2.5
cm de didmetro interior y a su vez cada lado del olfatémetro se expone a
un flujo de viento constante de 500 mL/min, 1 L/min en el tubo central,
regulados por un flujémetro Cole Parmer, USA (Figura 3). Se pesaron en
conjunto 3 g de hojas y flores en la balanza analitica LORMA MO072,
empleando 0.10 g para cada muestra, la cual se mezclé, macerd y deposité
en un fragmento de papel filtro de 1 cm? para cada ensayo; en el caso del
control, se impregn¢ el papel filtro con el equivalente de agua destilada.
Se colocaron aleatoriamente los estimulos, tomando como respuesta
positiva (taxia) el desplazamiento dirigido de los insectos desde el ingreso
al brazo del olfatémetro hasta que se detectaba el contacto de patas o
antenas con el papel filtro, minimo durante 30 s. Cada bioensayo duré 5
min o hasta que se presentaran respuestas positivas o desplazamientos de
cualquier tipo por parte de los coledpteros. Se utilizaron treinta adultos

de M. mexicanus, quince machos y quince hembras (n=30).

Analisis de datos

Para los registros de comportamiento en campo se consideraron
aquellas trayectorias en que se apreciara que los adultos de M. mexicanus
se desplazaban de forma aérea hacia algin arbusto de A. angustissima,
registrando movimientos y posturas generales. Se recopilaron capturas y
filmaciones desde el primer contacto de los frailecillos hasta su posado
sobre las flores de cada acacia bajo observacién, con una cimara Canon
EOS Rebel T7. En el caso de los bioensayos en laboratorio, se obtuvieron
capturas y filmaciones con el mismo equipo video-fotografico, desde que
se coloco al insecto en el tubo central del olfatémetro hasta que se
presentara una respuesta positiva. Los datos en campo se ordenaron y
analizaron como secuencia general de desplazamientos y patrones de
comportamiento, con un enfoque estrictamente descriptivo y cualitativo.
Por otro lado, los datos generados en laboratorio se analizaron mediante
pruebas de Chi-cuadrada, utilizando el software Rstudio-R 4.2.1.

23



RESULTADOS Y DISCUSION
Observacién de interacciones en campo

Se registraron cinco tipos de desplazamientos y tres patrones de
comportamiento en las trayectorias y movimientos de los adultos de M.
mexicanus en cuanto inician la interaccién con los arbustos de A.
angustissima (Figura 5): 1. Desplazamiento aéreo en direccién hacia
arbustos, 2. Posado en hoja, 3. Desplazamiento a través del envés de hoja,
4. Desplazamientos aleatorios a través de la hoja, 5. Desplazamiento a
través de tallo, 6. Movimiento antenal; 7. Desplazamiento hacia flor, 8.
Posado en flor. En general, la secuencia general de estos desplazamientos
y movimientos forman parte del etograma de la interaccion M.
mexicanus-A. angustissima (Pages-Paez y Romero-Loépez, datos no
publicados) y coincide con lo que se ha reportado para esta misma especie
de Melolonthidae como respuesta hacia los COVs liberados por hojas de
azumiate (Nieves-Silva y Romero-Lépez, 2019), palo dulce (Morales-
Blancas y Romero-Lépez, 2019) y encinos (Moctezuma-Vega y Romero-
Lépez, 2020), asi como para flores y brotes florales de palo dulce
(Morales-Blancas y Romero-Lépez, 2020), destacando que es el primer
trabajo para hojas y flores en la interaccidén con una acacia de México.

A\

1DA

Figura 5. Representacion grifica de la secuencia de la interaccion entre
adultos de M. mexicanus y arbustos de A. angustissima. 1. DA=desplazamiento

24



aéreo en direccion hacia arbustos, 2.PH=Posado en hoja, 3. DH=desplazamiento a
través del envés de hoja, 4. DA=desplazamientos aleatorios a través de la hoja, 5.
DT=desplazamiento a través de tallo, 6. MA=movimiento antenal; 7.
DF=desplazamiento hacia flor, y 8. PF=posado en flor. Esquema preparado por
Yamil Pages.

Confirmacién de actividad biolégica en laboratorio

Los registros mostraron respuestas positivas estadisticamente
significativas por parte de adultos de M. mexicanus hacia macerados de
flor+hojas de A. angustissima con respecto al control (Xi*>=8.53, p< 0.05,
Figura 6). Las taxias de este tipo fueron abundantes en mds del 90% del
total de bioensayos, observindose respuestas y comportamiento
parecidos en machos y hembras de estos insectos en olfatémetro: postura
caracter{stica con movimientos de abdomen circulares y la apertura-
movimiento de las lamelas antenales previo a los desplazamientos hacia
el estimulo seleccionado, lo cual ya se ha observado en adultos del
coledptero  Melolonthidae Phyllophaga obsoleta Blanchard, en
olfatémetro de cuatro vias (Romero-Lopez y Arzuffi, 2010). En el total de
respuestas positivas tanto de machos como hembras se detectaron
movimientos antenales previos a la entrada del brazo donde se encontraba
el macerado de hojas+flores de A. angustissima y previo al contacto con
el estimulo, indicando una captacién de COVs mediante el flujo de viento
dentro del olfatémetro.

Figura 6. Hembra de Macrodactylus mexicanus dirigiéndose hacia el
macerado hojas+flores de Acaciella angustissima, en uno de los brazos del
olfatometro empleado en el presente estudio. Este desplazamiento se considerd como
respuesta positiva en cada uno de los bioensayos. Foto: Yamil Pages.
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Se diferenciaron los tipos de respuestas de adultos de M. mexicanus
hacia el estimulo y el control, considerando los movimientos actos y
posturas de hembras y machos en el interior del brazo principal del
olfatémetro (Cuadro 1). Una “respuesta positiva” es el desplazamiento
dirigido hacia el estimulo con el contacto de patas o antenas en el
estimulo, mientras que un “desplazamiento dirigido, pero sin contacto
con el estimulo” mostraba un comportamiento previo en el cual el
coledptero captaba mediante el flujo de viento los COVs provenientes del
estimulo, pero que no posaba sus patas sobre el estimulo y tampoco
mostraba movimiento evidente de antenas. Por otro lado, los
“desplazamientos aleatorios” son aquellos que no se dirigian hacia ningtin
brazo del olfatémetro, ya sea al estimulo o el control, mientras que los
“desplazamientos dirigidos, pero sin contacto con el control” son aquellos
sin comportamiento previo a la captaciéon de COVs. Todas estas
respuestas coinciden con lo reportado por Romero-Lépez y Arzuffi
(2010) al evaluar la respuesta de adultos de P. obsoleta hacia diferentes
concentraciones de un potencial atrayente sexual, en un olfatémetro de
cuatro vias; estos autores sugieren que las antenas lameladas de estos
insectos son sensores de los estimulos quimicos a los cuales estin
expuestos cotidianamente, permitiéndoles detectar lo que les provoca
atraccidén a corta y larga distancia y de esta manera, modificar sus
movimientos y desplazamientos sobre la marcha, si es necesario. Para
destacar también el hecho de que tanto machos como hembras de M.
mexicanus mostraron respuestas positivas significativas hacia el
macerado de hojas+flores, con respecto al control (Cuadro 1, Figura 7),
lo cual es consistente con el esquema de comunicacién quimica y con los
patrones de comportamiento relacionados con la localizacién de COVs
de estos insectos, sobre todo con los movimientos de sus lamelas
antenales (Nieves-Silva y Romero-Lépez, 2019; Morales-Blancas y
Romero-Lépez, 2020). En dichas lamelas de se ha reportado una
distribuciéon de quimiorreceptores similar para ambos sexos de esta y
otras especies de Macrodactylus (Romero-Lépez et al., 2017), siendo un
aspecto a considerar para explicar las taxias positivas y su relacién
adicional con las proteinas de unién a olores (OBPs, por sus siglas en
inglés) que detonan la interaccién a nivel molecular con los COVs y otras
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sustancias quimicas en estos y otros insectos (Gonzilez-Gonzalez et al.,
2016).

Resultados parecidos con el uso de olfatémetro pueden encontrarse
en dos estudios previos, también para especies de Macrodactylus. En el
primero, se utilizé un olfatémetro de acrilico portatil, de cuatro y dos vias
para evaluar la respuesta de hembras y machos de M. nigripes hacia
diferentes cebos alimentarios, incluyendo hojas de azumiate y maiz,
detectando un namero estadisticamente significativo de desplazamientos
hacia estos estimulos foliares con respecto al control (Nieves-Silva y
Romero-Lépez, 2016).

Tipo de respuesta %HMm % MMm
Respuestas positivas 43 a 33a
Desplazamientos dirigidos, pero sin contacto con el estimulo 37 a 32a
Desplazamientos aleatorios 13b 18 b
Desplazamientos dirigidos, pero sin contacto con el control 7b 17b

Cuadro 1. Porcentaje de respuestas positivas y desplazamientos detectados
en la actividad de adultos de Macrodactylus mexicanus hacia macerados de hojas
y flores de Acaciella angustissima, desglosados por sexos y por tipo de respuesta en
los bioensayos con olfatémetro. n=30. HMm= Hembras de Macrodactylus
mexicanus; MMm= Machos de Macrodactylus mexicanus. Chi-cuadrada, letras
distintas representan diferencias estadisticas significativas (p> 0.05) entre filas
contra el control. Porcentaje total de cada respuesta suma en direccion vertical.
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Figura 7. Respuestas positivas de adultos de Macrodactylus mexicanus hacia
el macerado hojas+flores de Acaciella angustissima, contra el control. Chi-
cuadrada, *Diferencias estadisticas significativas con respecto al control. n=30.
MH+FAa= macerado de hojas y flores de A. angustissima; C= control.

En el segundo, se empled un olfatémetro en forma de “Y”, para la
evaluar la respuesta de adultos de M. mexicanus hacia extractos de hojas
y flores de “palo dulce”, observando la presencia de respuestas positivas
significativas hacia flores y hojas en comparacién al control (Morales-
Blancas y Romero-Lépez, 2020). Este tipo de taxias también se han
observado en otros grupos de insectos como en hembras de coledpteros
de Hypothenemus hampei Ferrari hacia atrayentes de metanol-etanol 3:1
en olfatémetros de cuatro vias, asi como en adultos hembras de
himendpteros de Prorops nasuta Waterston hacia restos de su planta
huésped en olfatémetro de dos vias (Lopez-Rodriguez et al., 2009).

CONCLUSIONES

1. Los registros de observacién en campo permitieron detectar la
secuencia general de patrones de comportamiento en la interaccién M.
mexicanus —A. angustissima, destacando el movimiento de antenas y el
desplazamiento-posado en hojas y flores de estos coledpteros.

2. En el olfatéometro, los adultos de M. mexicanus mostraron una
mayor frecuencia de respuestas positivas estadisticamente significativas
hacia el macerado de hojas+flores de acacia con respecto al control.

3. En la interaccién M. mexicanus-A. angustissima se encuentran
involucrados COVs, los cuales provocan las primeras respuestas positivas
de estos insectos en ambas condiciones.
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RESUMEN.

Todo tipo de movimiento requiere de la activacién y ejecucién de
comandos determinados que son regulados por estructuras especificas
del sistema nervioso en los organismos complejos. En mamiferos, una de
las estructuras es el nucleo estriado, la cual es considerada de mayor
tamafio y la entrada del circuito de los Ganglios Basales. Se integra de
nucleos intermedios como el globo pdlido seccidon externa, ntcleo
subtaldmico, sustancia negra parte compacta, los nacleos de salida se
conforman por la seccién interna del globo palido y la sustancia negra
parte reticulada, quienes reciben la informacidn a través de la via directa
o indirecta y son responsables de integrar, analizar y seleccionar los
comandos motores. La comunicacién de estos circuitos se llevado a cabo
a través de la célula excitable llamada neurona. La neurona principal de
proyeccién del estriado es la espinosa mediana que representa el 98% de
la poblaciény es de tipo GABAérgica por lo que, tras su activacidn, ejerce
un efecto principalmente inhibitorio. Existe evidencia que sugiere que
dentro del ntcleo estriado se encuentran receptores glicinérgicos
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(GlyR’s) en estas neuronas de proyeccién mostrando que, tras su
activacion participan en la regulacion de la liberacién de determinados
neurotransmisores como la acetilcolina. La actividad natural de uno de
estos receptores se ve alterada tras la activacion de un segundo receptor
generando una modificacién en la célula. Este proceso se puede
interpretar como una modulacién cruzada, la cudl ha sido reportada entre
los receptores de GlyR’s y receptores a GABA en motoneuronas y
neuronas del bulbo olfatorio donde la glicina ejerce un efecto modulador
sobre las corrientes activadas por GABA. Esto también ocurre en
neuronas espinosas medianas del cuerpo estriado, donde se co-expresan
los receptores GABAérgicos y los GlyR’s y existe una modulacién
diferencial a lo que sucede en las motoneuronas. Por lo tanto, las
respuestas neuronales no solo dependen de la liberacién y la activacién
de receptores anicos para un determinado neurotransmisor, sino que
existe una co-liberaciéon indispensable para regular la activacién de
receptores y por lo tanto regular los circuitos neuronales.

Palabras clave: GABA, Glicina, estriado, modulacién,
electrofisiologia.

INTRODUCCION.

El movimiento es una funcién que todo ser vivo tiene y ejecuta con
base en los estimulos del medio ambiente. Este movimiento puede ser
involuntario o voluntario. El movimiento voluntario se organiza desde la
corteza cerebral en donde se crean los comandos motores (corteza
motora), pero las estructuras que integran y seleccionan dichos comandos
motores se encuentran en los ganglios basales. La estructura de mayor
tamafio es el cuerpo estriado (Str) y se considera el nicleo de entrada al
circuito de los ganglios basales (GB). Esta red nerviosa esta constituida
por otras areas intermedias como el ndcleo subtalamico (NST), el globo
palido (GP), vy la sustancia negra (SN); siendo estas dos altimas regiones
cerebrales, el sitio de salida (Figura 1) (Kandel, 2000). Para el control
motor, es necesario que estas estructuras reciban y envien la informacién
a través del tronco encefdlico para que se transmita a la médula espinal,
donde se ejecutan los comandos seleccionados y activan a las neuronas
motoras que a su vez estimulan a las células de los musculos responsables
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de generar el movimiento. Es importante conocer mas a fondo las
estructuras involucradas en el control motor ya que existen numerosos
trastornos del movimiento como ataxia, distonia, atonia, parkinsonismo,
temblores, entre otros por lo que es necesario describir estas estructuras.

Anatémicamente, el Str puede ser dividido en dos partes, el estriado
dorsal formado por el caudado y el putamen, y el estriado ventral,
constituido por el nacleo Accumbens (NAcc) y el tubérculo olfatorio. Las
principales fibras aferentes proceden de 1la corteza cerebral
(corticoestriadas), de la SN (nigroestriadas) y del tdlamo
(talamoestriadas), mientras que las principales proyecciones eferentes se
dirigen al GP (estriatopalidales) y a la SN (estriatonigrales) (Escobar &
Pimienta, 2019).

~arabro Raa

Figura 1. Cortes coronales de cerebro. A la izquierda se esquematiza la
division del Niicleo estriado en el cerebro de la rata. A la derecha se muestran los
componentes del circuito de los Ganglios Basales en un cerebro humano (Tomado
de lkemoto, 2010; Bear et al., 2001).
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La region dorsal del estriado se asocia principalmente a funciones
motoras y asociativas, mientras que la zona ventral se relaciona con
procesos limbicos (Liljeholm y O’Doherty, 2012).

sPor qué controlo mis movimientos? Modelo de los Ganglios
Basales.

Si nosotros quisiéramos ir de un lugar a otro (locomocidn),
quisiéramos comer, saltar o realizar una tarea que involucre la voluntad,
necesitamos que nuestros ganglios basales (GB) se activen. El modelo
propuesto sobre el funcionamiento de los GB y sus conexiones esta
asociado fundamentalmente con el control del movimiento, facilitindolo
o inhibiéndolo mediante dos vias; la via directa y la indirecta (Albin et
al., 1995; Garcia, & Reid, 2010). En la via directa, el Str inhibe al GP en
su porcién interna y a la SN pars reticulata. Estas estructuras
GABAérgicas con actividad tdénica, inhiben de forma continua a los
nucleos talamicos, de tal manera que, la inhibicién de su actividad
permite la activacion de los ntcleos talamicos. Este proceso deriva en la
activacion de la corteza (motora suplementaria y motora primaria), y ésta
finalmente remite la orden a las motoneuronas de la médula espinal para
que se ejecute el movimiento (Figura 2) (Leisman, Melillo & Carrick,
2014; Kandel, 2000).

Por el contrario, la via indirecta, tiende a inhibir los movimientos.
El Str inhibe al GP externo (cuya accién es inhibir de forma ténica),
disminuyendo la inhibicién hacia el ntcleo subtalamico (Glutamatérgico)
el cual, a su vez excita al GP interno y a la SN pars reticulata
(GABAérgicas) quienes a su vez inhiben al tidlamo, generando una
inhibicién motora (Figura 2) (Purves, 2004).

37



Via directa i Viaindirecta
Estriado
oGCGlu | &Gl
o =
SNc¢ « - ¢ .. © »=SNc
DAl Tach  Ach] |DA

lGABA, Enk
e

GPe

GABA
<

Glu

GPi | ©
SNr

GABA,
® \SP

GPi
SNr

STN

olCABA QlCABA
e (VA, VL)

@ Glu o Glu

Figura 2. Conectividad funcional de los ganglios basales para el control
motor. Se muestran las vias directa e indirecta respectivamente junto con los niicleos
involucrados (modificado de Leisman et al., 2013).

La poblacién neuronal en el Str es muy heterogénea (Cuadro 1). El
tipo celular mas abundante, es la neurona de proyeccién espinosa
mediana (MSN) con un ~98% de la poblacién (Kawaguchi, Wilson, &
Emson, 1990) y es de tipo GABAérgica.
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Cuadro 1. Poblaciones neuronales del niicleo estriado. Modificado de Kreitzer, & Malenka, 2008

, , Porcentaje de . Receptores .
Tipo de célula g Conexiones .. Referencias
Poblacién metabotrépicos
Cepeda et al, 2008
Hersch et al, 1994
Neurona MSN . D1, M1, My, mGluR Ince et al, 1997
, , 49% GPi, SNr )
estriatonigral 1, mGluR 5 Kreitzer & Malenka,
2007
Cepeda et al, 2008
Hersch et al, 1994
Neurona MSN D2, A2A, M1, Kreitzer & Malenka,
, , 49% GPe
estriatopalidal mGluR 1, mGluR 5 2007
Pollack et al, 1993
Int d Centonze et al, 2003,
nterneurona de
. ) 0.5% MSN Ds Kawaguchi, 1993
rdpido disparo
Interneurona de Centonze et al, 2002,
disparo 1.5% MSN D1-like Kawaguchi, 1993
subumbral
MSN, Kawaguchi, 1993
Int int d Koos & Tepper, 2002
nterneurona interneurona de
L 0.5% . . D2, Ds, M2, My Wilson et al, 1990
colinérgica rapido disparo

Yan & Surmeier, 1996
Los porcentajes mostrados son datos experimentales en rata. MSN: Neurona espinosa mediana, GPi: Globo
pdlido interno, GPe: Globo pdlido externo, SNr: Sustancia negra parte reticulata, D1: receptor a dopamina
tipo 1, D2: receptor a dopamina tipo 2, D5: receptor a Dopamina tipo 5, M1: receptor muscarinico tipo 1,
M2: receptor muscarinico tipo 2, M4: receptor muscarinico tipo 4, mGluR 1 receptor metabotrépico de
Glutamato tipo 1, mGIuR 5 receptor metabotrépico de Glutamato tipo 5.

Las neuronas tienen estructuras especializadas como el cuerpo
(soma) donde se encuentra la mayor parte de los organelos, las dendritas
que contiene espinas y es el principal sitio donde se lleva cabo la sinapsis,
el cono axonal y el axén. Dentro de las caracteristicas morfoldgicas de las
neuronas MSN se distinguen un soma de tamafio de 15-20 um, troncos
dendriticos de 2-3 um de didmetro, y poseen una gran cantidad de
espinas dendriticas que cubren sus dendritas. Una forma de estimar el
tamafio de las neuronas es a través de la medicién de su capacitancia (la
unidad de medida es el Faradio), el cual es un valor que nos dice cuanta
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corriente eléctrica es capaz de almacenar la neurona (la membrana celular
se comporta como un dieléctrico o aislante, lo que permite separar las
cargas del medio extracelular e intracelular) y esto depende de la cantidad
de membrana que posee la neurona. La capacitancia de estas neuronas se
encuentra entre 2y 10 pF en célula disociada (Kawaguchi, 1997 y 1992;
Mermelstein, Becker, & Surmeier, 1996; Surmeier et al., 1995).

Con base en sus proyecciones axénicas Kawaguchi et al., (1990)
clasificaron en subgrupos a las neuronas espinosas medianas. Tipo I: que
proyectan so6lo al globo pdlido y co-liberan encefalinas. Tipo IIa: con
proyecciones al globo pdlido, ntcleo entopeduncular y a la sustancia
negra pars reticulata, estas células co-liberan encefalinas y sustancia P.
Las Tipo IIb son neuronas que proyectan al globo palido y a la sustancia
negra, co-liberan encefalinas. Y finalmente las Tipo III: que proyecta a la
sustancia negra co-liberando sustancia P.

Como se muestra en el cuadro 1, existe una poblacién pequefia de
interneuronas clasificadas en gigantes colinérgicas y células de tamaio
mediano. Algunas de las caracteristicas que definen a las neuronas
gigante colinérgicas son: un soma 50-60 um de largo y entre 15-50 um de
didmetro, representan menos del 1% de la poblacién de neuronas en el
estriado, en sus terminales axdnicas contienen acetilcolina, y la
capacitancia es mayor de 10 pF en neuronas disociadas. Por otra parte, las
interneuronas de tamafio mediano se consideran lisas, ya que no
presentan espinas en sus dendritas, algunas pueden presentar
varicosidades (Kawaguchi, 1997 y 1992).

La forma en que estas neuronas se comunican entre si es liberando
moléculas llamadas neurotransmisores. Estos neurotransmisores ejercen
sus efectos a través de proteinas (receptores especificos) que se encuentra
en la membrana de las neuronas.

DESARROLLO.
Moléculas que controlan la funcién motora.

En nuestro cerebro la comunicacién es importante para el desarrollo
de nuestro comportamiento. Las neuronas estas continuamente enviando
mensajes a través de la sinapsis, la comunicacién neuronal. Una forma de
sinapsis es la liberacién de neurotransmisores que, como ya se menciond
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son moléculas quimicas que se difunden en el espacio extracelular y
actdan sobre receptores especificos que pueden encontrarse en la
membrana tanto de las neuronas que lo liberan como de las neuronas que
reciben el mensaje (pre-sinapsis y post-sinapsis, respectivamente). De
manera general, podemos dividir la funcién de los neurotransmisores en
dos grupos: excitadores (activan a las neuronas) e inhibidores (silencian
a las neuronas). El neurotransmisor glutamato es el principal excitador y
el neurotransmisor GABA, el principal inhibidor del sistema nervioso
central. Las principales neuronas del control motor son de tipo
GABAérgico por lo que se describe a continuacién las caracteristicas de
este aminodcido y sus receptores.

El acido y-aminobutirico (GABA) se ha considerado como el
neurotransmisor inhibitorio mds importante en el sistema nervioso
central de los mamiferos (Bowery, & Smart, 2006). Es esencial para
garantizar el equilibrio entre excitacién e inhibicién neuronal, un
requisito fundamental en la funcién sensitiva, cognitiva y motora, por lo
que un desajuste en este sistema puede conducir a coma, presiéon
sanguinea alterada o bien, producir diversos trastornos neuroldgicos y
psiquidtricos, como ansiedad y depresion (Cortés-Romero et al.,, 2011).
La biosintesis del GABA implica la formacion de diversos intermediarios
durante un ciclo metabdlico llamado glutamato (glu)-glutamina-GABA.
El precursor predominante es la glucosa, la cual es metabolizada a
glutamato mediante las enzimas del ciclo de dcidos tricarboxilicos. La
glutamato-deshidrogenasa (GAD) es la enzima que cataliza la conversidn
de Glu a GABA. La GAD requiere como cofactor al fosfato de piridoxal
(derivado de la vitamina B6) (Sonnewald, & Schousboe, 2016; McKenna,
2007).

Los neurotransmisores deben estar disponibles para ser liberados
cuando se estimula la neurona, por lo que una vez que el GABA es
sintetizado se almacena en vesiculas sindpticas mediante un
transportador vesicular de aminoacidos inhibitorios (VIATT, del inglés
Vesicular Inhibitory Amino Acid Transporter). Tras la liberacién de GABA
en el espacio sindptico, el neurotransmisor debe extraerse rapidamente
del medio extracelular para evitar que este no prolongue el potencial post
sindptico innecesariamente y desensibilice el sistema (Purves, 2004). Este
proceso en la hendidura sindptica estd regulado por transportadores
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especificos dependientes de Na*/Cl- (GAT 's) (Conti, Minelli, & Meloni,
2004). Asi, el GABA es recapturado por los transportadores de los
astrocitos y catabolizado a succinato, intermediario que entra al ciclo de
acidos tricarboxilicos para la generacidén de a-cetoglutarato, mismo que
es metabolizado a glutamina por accién de la glutamina sintasa. La
glutamina es liberada de los astrocitos y este es recapturado por las
neuronas donde es convertida a glutamato por accién de la enzima
glutaminasa activada por fosfato (PAG) y este a su vez es convertido a
GABA e inicia nuevamente el ciclo (Figura 3).
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Figura 3. Sintesis GABA. Produccion, liberacion, accién y degradacion de
GABA. El esquema muestra la interaccion entre la glia y las neuronas pre y
postsindptica (Modificado de Purves 2004).

El GABA ejerce su accién sobre 2 diferentes receptores para
provocar la inhibicién sindptica. Estos receptores pueden ser divididos en
2 familias: los receptores metabrotropicos GABAp que actdan via
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segundos mensajeros y los de tipo ionotrépico que corresponden a
GABA, (Chebib, & Johnston, 1999; Perfilova, & In, 2011).

Los receptores metabotrdépicos GABAg constan de 2 subunidades de
siete segmentos transmembranales que activan sistemas de sefializacion a
través de segundos mensajeros via proteinas G (i/o) , tales como la
inhibiciéon de la adenilato ciclasa, la inhibicién de canales de Ca?* al
parecer actuando sobre las corrientes tipo P/Q y tipo N presindpticos
(Bowery et al., 2002) y activacién de los canales de K* postsindpticos
dependientes de voltaje y rectificadores de entrada (Cheng et al., 2005),
por lo que se dice que producen una respuesta mds lenta comparada con
la de los receptores ionotrdpicos, sin embargo induce sefiales inhibitorias
mas prolongadas (Chebib, & Johnston, 1999). Estos receptores son
activados selectivamente por Baclofén y antagonizados por Faclofén,
Saclofén, CGP35348, entre otros (Chebib ef al., 1999).

Por otra parte, los receptores ionotropicos, GABA,, son canales
idnicos permeables a Cl- por lo que se dice que regulan la transmisiéon
“rapida” (Enz et al., 1995) (Figura 4). Pertenecen a la familia de canales
iénicos activados por ligando (LGIC, del inglés Ligand-Gated Ion
Channels). Estos receptores son ensamblados de una familia de 19 genes
los que incluyen 16 subunidades que se pueden combinar para formar
receptores GABA, y 3 subunidades p que contribuyen a formar los
receptores GABA¢ (Olsen, & Sieghart, 2008). Estas subunidades poseen
la misma estructura: un extremo amino terminal extracelular largo;
cuatro dominios transmembranales (M1-M4), y un extremo carboxilo
terminal extracelular (Johnston, 2005). E1 domino M2 forma las paredes
del canal (Cortés-Romero et al., 2011). La regién entre las subunidades
M3y M4 contiene una larga asa intracelular que participa en mecanismos
reguladores como fosforilaciéon e interaccién con otros constituyentes
celulares (Siegel, Albers, & Price, 2006).

El estudio de receptores nativos GABA, sugiere que las principales
combinaciones entre subunidades son al B2/3 y2, a3 B3 y2, a2 B3 y2
(Cortés-Romero et al., 2011) y la estequiometria mds abundante en el
SNC es la combinacién alP2y2. La subunidad p forma parte de la
estructura de los receptores GABA¢ y no se ha hallado evidencia de que
se ensamblen con subunidades a y p (Cutting ef al., 1991).
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Otro neurotransmisor similar al GABA, cuyo mecanismo de accién
es la apertura de canales permeables a Cl- es la glicina (Gly). La Gly es el
aminodcido mds simple encontrado en todos los mamiferos (Aprison, &
Werman, 1965). Su estructura molecular consta del carbono alfa con sus
grupos funcionales aminoacidicos y una sola cadena de un atomo de
hidrégeno (Hernandes, & Troncone, 2009).

Figura 4. Estructura esquemdtica del receptor ionotrépico de GABA. izquierda:
arreglo simétrico de las 5 subunidades permitiendo la formacién del canal
(Modificado de Ernst et al., 2005). Derecha: Esquema del Receptor GABA, y los
posibles lugares de interaccion de cierto ligandos (Modificado de Mihic, & Harris,
1997).

Activamente, el neurotransmisor glicina tiene un papel dual, es
coactivador del receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) en las vias
glutamatérgicas excitadoras y es considerado el neurotransmisor
inhibitorio mds importante en la médula espinal, Funcionalmente, es
esencial para la regulacién de movimientos voluntarios, asi como el
procesamiento de la informacién sensorial y la generacidén de respuestas
reflejas. En el SNC, se ha involucrado con funciones auditivas y
respiratorias (Saransaari, & Oja, 2009). El precursor mas importante para
la sintesis de Gly es el aminodacido serina, reaccién catalizada por la serina
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hidroximetiltransferasa (SHMT) (Siegel, Albers, & Price, 2006) (Figura
5).

serina glicina
serina hidroximetiltransferasa
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Figura 5. Sintesis de glicina a partir del aminodcido serina. Se muestra la
accion de la serina hidroximetil transferasa (SHMT) y el cofactor Tetrahidrofolato
(THF) (Tomado de Siegel, 2006).

Una vez sintetizada, la Gly se almacena en vesiculas sindpticas que
permitirdn posteriormente la liberacién de su contenido al espacio
sindptico; resultando en la activacidon postsindptica del receptor a Gly
(Betz, & Laube, 2006).

La sefial inhibidora es llevada cabo por su receptor glicinérgico
(GlyR), el cudl es una glicoproteina oligomérica que forma un canal
anionico regulado por ligando, que se abre en respuesta a la unién con su
agonista (Betz, 1992). Es una estructura pentamérica perteneciente a la
superfamilia de receptores de neurotransmisién ionotrépica (Purves,
2004). Tras su activacién, el GlyR permite el flujo de aniones al interior
de la célula ocasionando una hiperpolarizacién, previniendo el disparo
neuronal inducido por los neurotransmisores excitadores (Kirsch, 2006).
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La organizacién del GlyR incluye 4 subunidades a y una subunidad
B (Figura 6). Las subunidades a son esenciales para el ensamblaje de
GlyRs funcionales, en tanto que las subunidades p por si mismas no
generan receptores funcionales y poseen una secuencia hidrofébica que
se une a la gefirina (Kneussel, & Betz, 2000), una proteina periférica de
membrana que sirve de andamiaje al interactuar con el citoesqueleto y
puede influir en la sensibilidad del receptor a ciertas drogas como el
sulfato de pregnenolona o andlogos de picrotoxina (Gentet, & Clements,
2002). E1 GlyR puede tener conformacion 3a: 2p o bien 2a: 3f.

GiyR
o o oo
o a
efirina ‘/ N / N
g 4 y Y N N y ,,’/ \.\ \'.

/4/ /,- \ AN
-

7) ] O :'
Profilina
Microtubulo
Actina

Figura 6. Modelo propuesto del receptor a glicina y su anclaje por gefrina. Se
observa como la gefrina une al receptor de membrana con el citoesqueleto
(modificado de Choquet, 2003).

Este canal a pesar de ser activado por glicina también reconoce
como agonistas a la f-alanina, taurina, L-alanina, L-serina y prolina; y se
requieren de al menos tres moléculas del agonista para activar al receptor
(Siegel, Albers, & Price, 2006; Lewis, Schofield, & McClellan, 2003).

El antagonista mas potente y selectivo es el alcaloide estricnina,
mismo que tiene un mecanismo de accidén competitivo (Young, & Snyder
1973). La picrotoxina también bloquea parcialmente al GIlyR, sin

embargo, su afinidad hacia el receptor es muy baja y su disociacion es
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muy rapida (Sivilotti, 2010; Pribilla et al., 1992). Los GlyR son los anicos
miembros de la familia de canales idnicos regulados por ligando que,
hasta el momento, no poseen contraparte en la familia de receptores
metabotrdpicos, sin embargo, pueden ser modulados por las subunidades
By de las proteinas G, incrementando la afinidad por la glicina y la
duracion de las corrientes glicinérgicas sindpticas, por una interacciéon
directa con la subunidad a (Yevenes et al., 2003).

Estos receptores juegan un papel determinante en el procesamiento
de sefiales motoras y sensitivas, el desarrollo neuronal y los desdérdenes
neuroldgicos hereditarios como la hiperreflexia (Maksay et al., 2008); un
desorden neuroldgico caracterizado por una respuesta exagerada a un
estimulo inesperado, el cual es acompafiado por rigidez muscular que
resulta frecuentemente en caidas en las que el paciente no puede
protegerse. La hiperreflexia es causada por mutaciones hereditarias que
reducen la magnitud de las corrientes glicinérgicas (Rajendra, &
Schofield, 1995).

Como se habfa mencionado anteriormente, la glicina también es un
modulador alostérico positivo y co-agonista del receptor NMDA de
glutamato (Leeson, & Iversen 1994). La forma en que la glicina actda en
el receptor de NMDA se debe a una aparente afinidad en la subunidad
GluNR1 y depende del co-ensamble con la subunidad GluNR2, lo cual
sugiere que existe un acople alostérico entre GIluNR1 y GluNR2.
(Furukawa ef al., 2005).

Interaccién entre los receptores a GABA y a glicina (Cross-
Talk).

En la neurotransmision, ademds de la activacidon selectiva de
algunos receptores especificos, se lleva a cabo la activacién simultdnea de
diferentes tipos de receptores co-localizados en la membrana
postsinaptica. Este efecto puede inducir una modulacién de las
propiedades de activacién o inactivacion respectivas de la proteina. Dicho
proceso puede ser mediado por la interaccién estructural directa o
indirecta entre los receptores, considerdndose un proceso adaptativo
rapido para controlar la neurotransmision.

Esta interaccidn se ha demostrado en diferentes tipos de receptores,
entre los cuales figuran los metabotrépicos a Dopamina tipo 1 que, al
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interactuar con los receptores a Adenosina Al, forman un complejo
heteromérico antagénico (Ginés et al., 2000); o al interactuar con los
receptores NMDA puede atenuar o inhibir la actividad del canal; también
se ha observado una modulacidén negativa entre los receptores ATP-P2X
y los nicotinicos (Nakazawa, 1994). En general, la modulacién cruzada
entre los receptores se caracteriza por la oclusién parcial de las corrientes
evocadas por el agonista, es decir, las amplitudes de las respuestas
generadas por cada agonista por independiente, es mayor que la amplitud
de las respuestas evocadas por co-aplicaciéon de dos neurotransmisores
(Yong et al., 2003).

Al ser conocida la co-liberacién de GABA y glicina de la misma
terminal sindptica en médula espinal (Yong ef al., 2003) se sugiere una
modulacién cruzada entre los GABA,Rs y GlyRs, corroborandose una
interaccion inhibitoria de los mismos, en neuronas de la asta dorsal de la
rata. Los experimentos de Yong ef al, (2003) en el segmento Ls-L;
(lumbosacro) demuestran que la respuesta a la aplicacién simultdnea de
estos dos neurotransmisores es menor a la suma de las corrientes
inducidas por la aplicacién por separada de los mismos (Figura 7).

A GABA Gly GABA + Gly B
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Figura 7. Inhibicion cruzada entre la Icapa y la Iey. A) Corrientes de CI
inducidas por la aplicacion de I mM de GABA, 1 mM de glicina y la aplicacion
simultdnea de éstos. Los trazos fueron obtenidos con la técnica de Patch Clamp en
modalidad de célula completa en neuronas disociadas de médula espinal (El trazo
en linea punteada muestra la suma de las corrientes esperada). B) La media de
tamario de la corriente medida al pico + ESM de 36 experimentos en neuronas de
médula espinal (tomado de Yong et al., 2003).
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Este efecto es debido a la activacion de los receptores de manera
independiente, lo cual se comprobd utilizando los antagonistas
competitivos de ambos neurotransmisores, es decir, para GABA se
empled bicuculina mientras que para Gly se utiliz6 el alcaloide estricnina
observandose claramente el bloqueo de las corrientes especificas (Figura
8).
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Figura 8. La aplicacion previa de glicina disminuye la IGABA. A) Trazos de
corriente generados por ImM GABA y la aplicacién secuencial de Glicina y GABA
ImM en ausencia y presencia de estricnina. I mM. B) Trazos de corriente generados
por ImM de Glicina y la aplicacién secuencial de GABA y Glicina en ausencia y
presencia de Bicuculina 30 mM. Los trazos fueron obtenidos con la técnica de Patch
clamp en modalidad de célula completa. C) Andlisis estadistico de los resultados de
los incisos A y B en 9 células. En la grdfica izquierda se observa que la aplicacion
previa de glicina disminuye mds del 60% la corriente de GABA con respecto a la
generada en condiciones control. En la grdfica derecha se muestra que la aplicacién
previa de GABA tiene una disminucién sobre la IGly sin embargo, dicha
disminucion es cerca del 30% (tomado de Yong et al., 2003).

Con el empleo de diferentes modalidades de aplicaciéon de los
agonistas para explorar la interaccion entre Igaga - Igiy se demostré que la
corriente generada por GABA esreducida de una manera mds notable por
la previa aplicacién de Gly a la neurona (pre-pulso) que en condiciones
contrarias (Figura 9) (Yong et al., 2003).
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Figura 9. Efecto de la co-aplicacion de glicina y GABA. A y B) trazos
demostrativos de las corrientes generadas por la aplicacion de ImM de GABA y 1
mM de Gly con 2 diferentes modos de aplicacién. C) Porcentaje de inhibicion de la
corriente con los protocolos mostrados en A y B a concentraciones 30, 100 y 1000
uM de GABA y glicina segiin sea el caso (tomado de Yong et al., 2003).

Estos resultados sugieren una novedosa interaccidén entre ambos
canales anidénicos mediante una via de sefalizacién intracelular que
depende de una primera activacidn del receptor glicinérgico para ocluir
la corriente de GABA.

Considerando todo lo anterior y dado que en el estriado, la
poblacién neuronal predominante, las neuronas espinosas medianas son
GABA¢érgicas, entonces podria existir una modulacién cruzada entre
GABA y glicina similar a la que ocurre en médula espinal. En el estriado
se pueden obtener, a través de técnicas enzimaticas utilizando enzimas
como la Proteasa IV o la papaina (litex de la papaya, carica papaya),
neuronas aisladas cuya observacidn al microscopio nos permite visualizar
el soma y las dendritas proximales. Con la técnica electrofisioldgica de
Patch Clamp en célula disociada, fijacién de voltaje y en célula completa
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se generaron corrientes idnicas mediante la aplicacion exdgena de GABA.
Las corrientes generadas se realizaron a un voltaje de mantenimiento de
-40mV identificando previamente el potencial de equilibrio (Figura 10).
Se comprob¢ que las corrientes generadas eran debidas a la activacion del
receptor GABA, mediante la aplicacién del antagonista selectivo
bicuculina, el cudl redujo la corriente en més del 84%.

GABA 100 M

_J f\\ N | 500 pA

GABA 190 u

Bicuculims 100M

Figura 10. Corrientes generadas por la aplicacion de GABA en nicleo
estriado. La aplicacién de GABA 100 uM genera corrientes GABAérgicas que fueron
bloqueadas por la aplicacion de bicuculina 100 yM. Se observa la generacion de
corrientes GABAérgicas a diferentes potenciales de mantenimiento (grdficas

propias).

Para la generacion de las corrientes de glicina se emplearon dos
concentraciones 100 uM y 1 mM, encontrandose una corriente de mayor
amplitud en la concentracién de ImM (100% mayor con respecto a la
concentraciéon de 100 uM). Se evidencié que eran evocadas por la
activacion del receptor glicinérgico mediante la aplicacién del
antagonista selectivo estrictina, el cudl redujo en 90% de manera
reversible la corriente generada por la aplicacién de glicina (Figura 11).
Estos resultados sugieren que coexisten tanto receptores GABAérgicos
como glicinérgicos en las neuronas espinosas medianas del estriado
dorsal de la rata.
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Figura 11. Corrientes generadas por la aplicacién de glicina. La aplicacion de
100 puM de glicina genera una corriente menor que la concentracion de 1 mM.
Existe una reduccién de mds del 90% por la aplicacién de estricnina 10 uM. Se
observa la generacion de corrientes glicinérgicas a diferentes potenciales de
mantenimiento (grdficas propias).

Si aplicamos previamente glicina y después el GABA, se nota una
reduccion de la corriente GABAérgica. Lo mismo sucede si co-aplicamos
o mantenemos en el bafio ambos neurotransmisores (Figura 12). Estos
resultados sugieren que existe una interaccion entre los receptores
GABA, ylosreceptores glicinérgicos. Lewis y Faber en 1993 demostraron
que en neuronas de médula espinal habia una oclusién al co-aplicar
GABA y Gly y que al aplicar picrotoxina sobre la Igy, disminuia
considerablemente y desaparecia por completo al coaplicar estricnina. Lo
mismo ocurrié con la corriente GABAérgica, al aplicar estricnina
decrementé en un porcentaje sin una disminucién completa, hasta la
aplicacién de picrotoxina y bicuculina sobre la corriente. Este hecho
sugiere la existencia e interaccion de receptores a GABA y Gly en estas
neuronas. Con estos experimentos, se comprobé que, en el estriado
también ocurre la misma modulacién cruzada que se observa en médula
espinal.
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Figura 12. Efecto de glicina 20 uM sobre la corriente activada por GABA
100uM. A. Glicina co-aplicado en la generacion de la corriente. B. Glicina aplicada
previamente a la generacion de la corriente. C. Glicina co-aplicada. D. % de
reduccion de la corriente de GABA de los tres experimentos anteriores (grdficas
propias). Se observa una mayor disminucién de la corriente de GABA si glicina es
aplicada previamente (ANOVA de una via, p= 0.039).

Trombley, Hill y Horning (1999) observaron que, en algunos
experimentos realizados en neuronas del bulbo olfatorio, la inhibicién se
daba en un solo sentido, es decir, la Gly reduce la Igaps ¥ no viceversa.
Ellos sugieren que la Gly, al ocupar el sitio de unién en el receptor, causa
un cambio conformacional en la protefna llevindolo a un estado
desensibilizado, y al mismo tiempo no permite que el GABA evoque la
corriente. Posiblemente este efecto se deba a una interaccién fisica entre
ambos receptores (Shrivastava et al., 2011; Muller, Le-Corronc, &
Legendre, 2008). Este efecto inhibitorio se ha observado en diferentes
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protocolos experimentales, sin embargo, el mecanismo subyacente es
incierto. Otros estudios dan evidencia de que las alteraciones en el
gradiente de concentraciéon del CI- son las responsables del efecto
inhibitorio de las corrientes; al alterar la concentracién del ion, y
consecuentemente la fuerza electromotriz, la amplitud de la corriente
posterior disminuye hasta que la concentracién intracelular se recupere
(Grassi, 1992). Aunado a esto, también se conoce que la activaciéon de
determinados canales i6nicos incluye la activacion de diferentes vias de
sefializacién. En este aspecto, se ha elucidado que la fosforilacion del
GABA-R por las proteinas-cinasas aumenta la actividad del canal
(Brandon et al., 2000), mientras que la induccién de la desfosforilacién
de este receptor reduce su actividad (Lu ef al., 2000).

CONCLUSIONES.

Yong et al., en el 2003 muestran que para que la disminucién de la
corriente de GABA suceda, es necesaria la previa activacidn de los GlyR’s.
Ellos sugieren que, al existir una interaccién entre ambos receptores, el
GlyR induce un cambio conformacional en el receptor a GABA
exponiendo residuos de aminodcidos serina/treoninas sensibles a
fosfatasa 2B. Esto podria explicar porque la reduccién significativa de
nuestra corriente se nota preferentemente en una previa aplicaciéon de
Glicina. En conclusién, en el estriado, la glicina reduce la amplitud de la
corriente iénica evocada por la aplicaciéon de GABA. La modulacién entre
estos receptores puede tener implicaciones funcionales importantes, pues
representaria un l{mite a una excesiva entrada de Cl al interior neuronal,
lo que implicarfa una poca o nula respuesta ante estimulos vitales que
requieran de una respuesta inmediata. Al mismo tiempo, este tipo de
regulacidén puede ser de importancia en la coordinacién motora y los
patrones de locomocion (Jonas, Bischofberger, & Sandkuhler, 1988).

Este tipo de modulacién puede ocurrir con cualquier otro
neurotransmisor activando sus mismos receptores o bien con la
activacion simultinea por dos o mdas neurotransmisores. Hace falta
estudiar otras regiones cerebrales y sus implicaciones fisioldgicas a nivel
de circuito neuronal local y a nivel in vivo, donde se cuenta con una
respuesta integral y una conducta especifica ante el estimulo, para poder
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identificar los comportamientos que se ejecutan por la modulacién
cruzada.
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ABSTRACT

Clenbuterol considered as a powerful broncho-vase-dilator, used to
control respiratory diseases, both in animals and in humans; CIb is a p,-
adrenergic agonist (B.-AA), which causes an increase in muscle mass in
birds, pigs, cattle and sheep, however, the metabolic routes to date are not
well elucidated; The objective of this study was to determine the
metabolites that arise with the intake of clenbuterol and its possible
derivatives that are stored in the liver, pancreas, adrenal gland, muscles
and genital organs, mainly in cattle. Fat content is dramatically reduced
when clenbuterol is used as an anabolic, meaning anabolic, when CIb is
administered orally or intramuscularly above the therapeutic dose,
between 5 and 10 times its therapeutic concentration (0.8ug/body
weight). twice daily). For this study, 17 different metabolites were
measured to determine which metabolic parameters are disturbed,
preventing homeostasis at the level of the different organs in which it
intervenes. The study showed that there are several metabolites that are
altered by clenbuterol, among these we have: glucose, triglycerides,
alkaline phosphatase, gamma glutamyl transferase, transaminases
(ALT/GPT y AST/GOT), lactic dehydrogenase, prostatic and non-
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prostatic acid phosphatase, cholesterol, and calcium. This indicates that
it has an effect on altering the metabolism of several metabolic pathways,
contributing to its lipolytic and antilipogenic activity and induces
nitrogen retention, increases glycolysis, lactate production and oxygen
consumption, increases levels of glucose, which varies according to the
time of treatment, since at the level of the pancreas insulin decreases and
adipocytes are less sensitive to this hormone, there is an increase in the
use of energy, bringing with it an increase in body temperature-
thermogenesis.

Keywords: Bioavailability, biotransformation, metabolic profile,
metabolic pathways, f-adrenergic agonist (BAA)

RESUMEN

El clembuterol considerado como un potente bronco-vaso-
dilatador, utilizado para controlar enfermedades respiratorias, tanto en
animales como en humanos; el Clb es un B,-agonista-adrenérgico (B,-
AA), el cual, causa incremento de la masa muscular en Aves, cerdos
bovinos y ovejas, sin embargo, las rutas metabolicas hasta el presente no
estan bien dilucidadas; el objetivo de este estudio consistié en determinar
los metabolitos que surgen con la ingesta del clembuterol y sus posibles
derivados que se almacenan en la estructura hepdtica, pancreas, glandula
suprarrenal, muasculos y 6rganos genitales principalmente en bovinos. El
contenido de grasa es reducido dramaticamente cuando el clembuterol es
utilizado como anabdlico, entendiendo como anabélico, cuando el CIb se
administra de forma oral o intramuscular por arriba de la dosis
terapéutica, entre 5y 10 veces su concentracién terapéutica (0.8pg/peso
corporal dos veces al dfa). Para este estudio de midieron 17 metabolitos
diferentes con el propdsito de determinar cudles son los parametros
metabdlicos que son perturbados, impidiendo la homeostasis a nivel de
los diferentes 6rganos en el que interviene. El estudio manifesté que son
varios los metabolitos que son alterados por el clembuterol entre estos
tenemos a: a la glucosa, triglicéridos, fosfatasa alcalina, Gamma Glutamil
Transferasa, transaminasas (ALT/GPT y AST/GOT), Deshidrogenas
Lé4ctica, Fosfatasa Acida Prostitico y no Prostatica, colesterol y calcio.
Esto indica que tiene un efecto en alterar el metabolismo de varias y rutas
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metabdlicas, contribuyendo a que posee actividad lipolitica, y
antilipogénicas e induce a la retencién de nitrégeno, aumenta la glicolisis,
la produccion de lactato y el consumo de oxigeno, incrementa, los niveles
de glucosa, que varfa de acuerdo al tiempo de tratamiento, ya que a nivel
del pancreas disminuye la insulina y los adipocitos son menos sensibles a
esta hormona, hay incremento en la utilizacién de energia, trayendo
consigo el aumento de la temperatura corporal-termogénesis.

Palabras claves: Biodisponibilidad, Biotransformacién, perfil
metabdlico, rutas metaboélicas, f,-agonista adrenérgico (BAA)

INTRODUCCION

La utilizacién de P2-agonistas principalmente el clembuterol (Clb),
zilpaterol y la ractopamina, estin produciendo un incremento en las
intoxicaciones en humanos y animales, principalmente por el uso
desmedido de estos componentes que son utilizados como aditivos
alimenticios (Sumano ef al., 2002, Caicedo ef al., 2009, 2011, Valladares
et al., 2013 y Caicedo et al, 2021). Por otro lado, también se han
desarrollado otros componentes que mejoran la calidad corporal de los
animales como: antibiéticos, prebidticos, enzimas, antimicrobianos,
modificadores del sistema inmunitario, modificadores metabdlicos o
agentes anabolizantes. En los altimos afos, se ha incrementado el uso de
los P,-agonista-adrenérgicos (P,-AA) en animales de importancia
econdmica; considerar que el uso excesivo de este firmaco como el
clembuterol (Clb) han tenido y sigue teniendo un impacto toxico muy
significativo a nivel humano y animal (alterando el bienestar animal y
humano, respectivamente). Su utilizacién aumenta la produccién de
carne a corto plazo, en tres meses se puede aumentar el peso vivo del
animal en un 50-80%, esto dependerd de la concentracién de Clb que se
le suministre al animal, al igual que el tiempo de administracién (Caicedo
et al., 2021), ya que el CIb tiende a retener compuestos nitrogenados,
incrementado la masa muscular (Smith, 1998). Los agonistas de p,AA
aumentan el metabolismo degradativo de los lipidos en los adipocitos in
vitro e in vivo. En los tejidos de los mamiferos, existen hasta el momento
tres subtipos distintos de receptores-PAR de los f,AA, como: B, (P1AR),
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B2 (B2AR) v Ps (BsAR). Los tejidos individuales (ejemplo: higado, corazén)
tienen diferentes proporciones de subtipos, esto dependerd de la especie
de vertebrados, y que varia entre diferentes especies. Consecuentemente,
se espera que ciertos agonistas de B,AA tengan efectos diferentes en el
mismo tejido en diferentes especies debido a las diferencias en la
distribucién de los subtipos de BAR y (o) secuencia de aminodcidos
(Mersmann, 2002); por tal motivo, se puede agregar que los efectos
producidos por un agonista (o antagonista) de BAR en el tejido adiposo
in vivo dependen no solo de la especie y la distribucion de los subtipos de
BAR del adipocito, sino también de la farmacocinética y farmacodina-
mica del compuesto en esa especie, incluido el flujo sanguineo al tejido, y
los multiples efectos metabdlicos y endocrinos del compuesto en otros
tejidos del cuerpo (Mersmann, 2002).

Estos farmacos P;-AA, son ademds agentes quimicos que actdan
especificamente a nivel de los receptores adrenérgicos celulares (B-AR),
metabolizando los nutrientes e incrementan la energia, aumentan el
metabolismo de las proteinas y de grasas, modifican la permeabilidad de
la membrana celular, aumento de la lip6lisis, y la glucogendlisis (Meyer y
Rinke,1991), debido a la ubicacién de sus receptores (dominios
hidrofébicos transmembranales) en la membrana celular en donde actiian
(Figura 1).
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Figura 1: Todos los receptores B-AR contienen siete dominios hidrofébicos
transmembranales que permite que este componente como el Clb, su efecto sea
mucho mds prolongado principalmente en los adipocitos. Segiin Johnson et al.,
2014, (Asian Australasian J. Anim. Sci., Vol.27, No. 5: 757-766)

Ademads, traen consigo un incremento en la formaciéon de masa
muscular, y esto debido a que el grupo OH que poseen otros B.-AA, en el
caso del Clb, es sustituido por un haldégeno llamado cloro (Cl), este ion
Cl evita la biotransformacién por las enzimas COMT (catecol-O-metil-
transferasa) a nivel tisular y se hace lenta la biotransformacion hepatica
(Courtheyn et al., 1996), este ion cloro en el clembuterol, lo hace mas
liposoluble que sus andlogos (zilpaterol, salbutamol y ractopamina) y
como resultado tiende a difundirse mds profundamente en los tejidos y
en la grasa animal (Martin 1971, Ruffolo, 1991, Waldeck y Widmark,
1995) (Figura 2).
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Figura 2: Comparacion de la estructura quimica de tres componentes
llamados fenetanolaminas dos producidos fisioldgicamente producidos por el
organismo: la Epinefrina y Norepinefrina y un componente sintético llamado
clembuterol, este se caracteriza por tener dos dtomos de cloro-Cl en su estructura,
el cual, le da una accién prolongada. (Tomado de Valladares et al., 2015).

La aplicaciéon de P.-AA a mamiferos, amplifica una ganancia de
peso, esto posiblemente se deba al aumento de la cantidad de ARNt (acido
ribonucleico de transferencia) para varias proteinas del muasculo
esquelético, en este caso, después del tratamiento con P,-AA se
incrementa el ARNm para la miosina de cadena ligera (Smith ef al., 1998),
el ARNm de la a-actina (Helferich et al., 1990) y el inhibidor de la
proteasa calpaina-calpastina (Higgins et al.,1988). Los P.-AA, pueden
incrementar el flujo sanguineo en ciertas regiones del cuerpo, el mismo
permite el proceso de hipertrofia del musculo esquelético al contener
mayores cantidades de sustrato y fuentes de energia para la sintesis de
proteina. Teéricamente la utilizacién de estas sustancias presenta una
serie de ventajas relacionadas, no solo con la mejora de la productividad,
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sino también de la calidad de la carne, puesto que las carnes procedentes
de animales tratados con B.-AA presentan un mayor porcentaje de tejido
magro (Beermann, 1993; Waldeck y Widmark 1995 y Mersmann, 1998).
Sin embargo, el aumento del uso de P,-AA estd relacionado con el
incremento de intoxicaciones en humanos, segun Kuri, et al (2007); se
considera como dosis terapéutica (DT) 0.8 ug/kg de peso corporal dos
veces por dia. La duracién maxima del tratamiento en ganado no lactante
permitido es de 10 dias por via oral o intravenosa. El uso ilegal del Clb y
andlogos en el ganado, es toda dosis que supere la dosis terapéutica (Sauer
et al, 1995). En base a lo anterior se muestra que hasta el momento se
desconoce las rutas metabdlicas (biotransformacion y biodisponibilidad)
de degradacién de este aditivo alimentico, por lo tanto, el objetivo de este
estudio fue determinar las posibles rutas metabdlicas del Clb en bovinos
y su efecto en el deterioro homeostatico del animal.

MATERIALES Y METODOS

Animales: Se utilizaron 2687 bovinos (Bos taurus X Bos indicus), el
85 % fueron machos y 15% hembras, procedente de diferentes zonas
zoogeograficas del pais y de diferentes rastros municipales como de fincas
privadas. Todas las fincas en estudio fueron georreferenciadas con un
GPS. Las edades de los animales fluctuaron desde los 22-38 meses, las
razas predominantes: razas cruzadas: Angus X Brahman=Brangus,
Brahman-cebd, Gir, Simmental, Angus, Cebt, Holstein, Charoldis y
criollos.

Toma de muestras: Se emplearon tubos de ensayo al vacio, el primer
tubo sin anticoagulante, para obtener el suero sanguineo para la
determinacién del perfil metabolico y perfil hormonal de esteroides
principalmente (progesterona y 17p-estradiol) y otro tubo con EDTA,
para la realizacién de frotis sanguineos y asi determinar la biometria
hematica (el recuentro diferencial de leucocitos y medicion de
hemoglobina). La sangre sin EDTA fue centrifugada a 2,500 rpm/10min,
el suero obtenido se separd en tubos eppendorf y fueron congelados a -
20°C para su posterior analisis de metabolitos sanguineos, se utilizaron
kit-Bio-System-USA y se midieron 18 metabolitos tales como:
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macrominerales: calcio, fosforo, enzimas hepdticas: Gamma-glutamil
transferasa (yGT), deshidrogenasa lactica (L-DH), Fosfatasa alcalina
(FA); transaminasas como: alanina amino-transferasa (ALT/GPT) y
aspartato amino-transferasa (AST/GOT), metabolitos como: albumina,
Bilirrubina directa y total, colesterol total, Glucosa, proteinas totales,
Urea/BUN, enzimas prostaticas: fosfatasa acida total (FAt), no prostatica
y prostatica; las mediciones se realizaron en un espectrofotémetro
(Spectronic 20). Para la determinacién del clembuterol se utilizé el kit
RIDASCREEN, Clenbuterol Fast (R-Biopharm AG, Darmstadt, Germany),
para medir las concentraciones de esteroides: progesterona (P,) y 17p-
estradiol (E2), se utilizé la técnica de inmunodiagnéstico de ELISA
(Enzyme-linked immunosorbent assay), se utilizaron los kifs diagnostica,
USA, se midieron en un lector de ELISA (Stat Fax-2100, Microplate
Reader).

Andélisis Estadistico: los datos obtenidos se les realizado un analisis
de varianza (ANOVA), con el programa estadistico Stat-2 (Olivares 1984)
y para determinar la significancia entre promedios se utilizé Duncan New
Multiple Range Test.

RESULTADOS

1. Efecto de las concentraciones administradas en
bovinos con Clb

Los resultados muestrearon que el Clb, (B.-AA) altera el crecimiento
y la composicién del musculo, al parecer, decrecer el incremento del
musculo cuando la lipogénesis decrece, estimula la lipdlisis; el
incremento de la masa muscular, el cual, estd asociado con la
proliferacién de células satélites, estimulando las miofibrillas en la
sintesis de proteinas y la supresién de la degradacion de miofibrillas en la
degradacion de proteinas. Los animales muestreados incrementaron su
peso corporal entre un 50 a 70 % de su peso inicial, en un tiempo de 90 a
112 dias de tratamiento, la alimentacidon diaria con Clb fue de dos veces
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al dfa, a concentracion entre 5 a 10 veces la dosis terapéutica (0.8ug/Kg-
peso corporal), 6sea a dosis anabdlica.

Un primer muestreo de animales bovinos llevados a rastro con un
peso de sacrificio entre 457+21.6 a 672.8+39.9 kg, en un periodo de
tratamiento entre 75.848.9 dfas a 121.7+11.3 dias y con edades que
fluctuaron entre los 25+1.0 a 38.9+2.2 meses, en la figura 3 se muestran
las concentraciones de Clb detectadas en estos animales ya listo para su
distribucién y venta, las concentraciones de Clb fluctuaron entre
112.445.9 a 778+12.5 ng/kg (Figura 3).

Figura 3. Se muestran las concentraciones de Clb de 17 bovinos en un rastro,
donde la mayoria de los animales se detectaron con concentraciones de Clb por
arriba de los permitidos por el Codex alimentarius-FAO (125ng/kg), la linea roja
indica la concentraciéon mdxima permitida para consumo humano.

£ CLEMBUTEROL EN AMIMALES (87« 81

Un segundo muestreo realizado 12 meses después del primero, se
detectaron concentraciones de Clb en tejido sanguineo estos fluctuaron
entre los 245+34.5 a 16231£146.6 ng/kg, si se analizan estos valores
corresponde a animales bovinos listos para ser distribuidos en los
diferentes supermercados para ser consumidos por el hombre, sin
embargo, estos valores no coinciden con los valores aceptados por la
FAO/OMS-(Codex Alimentarious), cuyos valores no deben rebasar a los
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125.0 ng/kg, si el animal ha sido tratado con CIb, y supera este valor,
entonces deberda someterse a periodo de cuarentena, para que estos
valores presente en sangre bajen a través de su degradacién a nivel
sanguineo y hepdtico, sin embargo, las altas concentraciones del Clb
detectados en este estudios han coincidido con casos de intoxicaciones en
humanos por la ingesta de visceras de bovinos que es donde mas se
concentra este B,- AA-Clb en bovinos, existen casos de intoxicaciones de
CIb en humanos desde el afio 2002 al afio 2022, con mds de 4500 casos a
nivel nacional, por ejemplo en México.

2. Efectos del Clb al Perfil Metabdlico:

Se recalca que existen muy pocos trabajos o casi ningtn tipo de
informacién del efecto del Clb los diferentes metabolitos y enzimas a nivel
del suero sanguineo de los animales bovinos destinados al consumo
humano, sin embargo, este estudio realizo la medicién de los varios
metabolitos, el cual, fueron detectados y en la cual mostramos a
continuacién:

En cuanto al perfil metabdlico se obtuvieron concentraciones
elevadas de las enzimas transaminasas: la AST/GOT se tuvieron valores
de animales clinicamente sanos (ACS) de 533.940.26 U/L en comparacién
con animales tratados con Clb, cuyo valor detectado fue de 264.7+0.22
U/L, hubo un descenso significativo p<0.01, el cual, indica que hay un
enorme cambio fisiolégico a nivel hepdtico, a nivel del parénquima
hepético, posiblemente degradacién del parénquima hepdtico sin
destruccidn de tejido, ya que estas enzimas son intracelulares, lo mismo
ocurrié con la ALT/GPT, cuyo valor en animales no tratados con CIb fue
de 345.5+0.60 U/L en comparacién con bovinos tratados con Clb se
detectd valores de 277.9£0.50 U/L, hay también una disminucién
significativa de p<0,05; por otro lado, la enzima hepdtica la Gamma-
glutamil transferasa (yGT), se detecté valores significativamente muy
bajos (p<0.01) con referente a los animales ACS, entre 16.7+£0.34 y
26.5+0.30 U/L, respectivamente, el Clb también es capaz de disfrazar
ciertas patoldgicas hepaticas trabajo ya presentado en el 2011 (Figura 4),
estos animales presentaron muchas patologfas hepaticas como: quistes,
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obstruccién de canaliculos hepdticos y probablemente renal y aunque no
se haya determinado para este caso muy particular a la fosfatasa alcalina-
(FA).

i 4000 1 GGT. Gamma Glutamil transferasa
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Figura 4: Se muestra como el Clb disfraza las enfermedades hepdticas en
bovinos, donde los valores de animales con Fasciola hepatica mds Clb tienen valores
enzimdticos muy similares a los animales clinicamente sanos, mientras que los
animales con Fasciola hepatica si muestran dafios hepdticos- fibrosis hepdtica-
cirrosis, por los valores enzimdticos muy elevados en comparacién con los otros
grupos experimentales.

Otros metabolitos como la glucosa sus valores detectados fueron
para ACS 115.8+0.31 mg/dL y en animales tratados tuvieron valores de
195.4+0.34 mg/dL son bajo, debido a la alta demanda metabdlica que este
Clb exige a las diferentes estructuras incluyendo al higado, pancreas,
glandulas tiroides y glandulas suprarrenales, ya que, inicialmente este
parametros metabolicos es muy elevado, al transcurrir las horas y dias
después de la ingesta de este aditivo alimenticio esta actividad disminuye,
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pero ciertos componentes procedentes de la degradacién del Clb se
acumulan incluyendo parte del Clb ingerido y que no llega degradarse en
su totalidad, indicando que las biodisponibilidad de este es lo suficiente
util para seguir acumulandose en tejidos y continuar con la degradacién
de los lipidos, con acumulacién de nitrégenos, a través de los adipocitos,
estos como reserva energética del organismo y al degradarse liberan
acidos grasos y triglicéridos al torrente sanguineo. La degradacion de los
adipocitos conllevan el incremento de la lipolisis, disminucién de la
lipogénesis e incremento de termogénesis, mientras que el musculo,
tiende a acumular las altas concentraciones de Clb, la cual, lo convierte
en un anabolico para el animal con un periodo de accién prolongado,
considerar que la biotransformacién a nivel muscular esto conlleva
posiblemente, el aumento de la fibras muscular, esta obedece a que hay
un incremento de la sintesis de proteinas, disminucién de la degradacién
de proteinas, aumento de la glucolisis, en la produccién de lactato y de la
utilizacién de oxigeno. En el pancreas hay una disminucién en la
produccién de insulina y en el aumento del glucagdn, provocando en el
animal una diabetes; mientras que en el higado ocurre un incremento de
la glucogendlisis y de la gluconeogénesis, esto conlleva en el animal dafios
hepéticos como la fibrosis-cirrosis, el cual, se detecté en un 62.3% de los
animales estudiados, al igual que la presencia de quistes a nivel hepatico.

La fosfatasa 4cida prostatica de los animales ACS su valor detectado
fue de 3.87£0.30 U/L, en comparacién con los animales tratados con Clb,
cuya concentracion fue detectada fue de 11.3+1.2 U/L. En su mayoria de
los animales presentaron valores muy elevados en la fosfatasa acida total,
no prostatica y prostatica, esto inducido probablemente a la termogénesis
testicular, produciendo alteraciones en la morfologfa espermatica. Todos
los valores detectados con respecto al control de cada uno de estos
pardmetros son significativos p<0.01 (Figura 5).
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Figura 5: se muestras los valores de la Fosfatasa Acida: total, No prostdtica y
Prostdtica, demostrando que el Clb produce una elevacion de esta enzima
prostdtica, produciendo alteraciones en la morfologia espermdtica. Si los valores de
la fosfatasa dcida prostdtica son elevados como se demuestra en este estudio, indica
presencia de un inicio de cdncer prostdtico si esto valores contintian elevados por
un periodo de tiempo muy prolongado, por ende, se detecté malformaciones de
espermatozoides en caso todas las regiones de este.

Ademds, las concentraciones de colesterol para este estudio
disminuyeron de 264.5+0.33 mg/dL a 207.840.48 mg/dL, esta
disminucidén es significativa a p<0.01. El colesterol suele bajar cuando
hay disfuncién toroidal inducida por exceso de aditivos alimenticios-Clb,
ya que se sabe que las glandula tiroides estimula la eliminacién del
colesterol por secrecidn directa en la bilis y los dcidos biliares y también
estimula su sintesis mediante su control del nivel funcional del
hepatocito, donde se forma aproximadamente el 90% del colesterol
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endogeno y esto puede aclarar la variabilidad de los cambios en la
concentraciéon sérica en patologias como hipertiroidismo e
hipotiroidismo en los bovinos tratados con este f,AA-Clb, por un periodo
de tiempo mds alld de lo reglamentados, ya que muchos productores
someten a sus animales a mds de 100 dias de tratamiento y a
concentraciones mas elevada que la dosis anabdlica, entre un 12 y 15 %
mas.

En cuanto a la Urea/Bun, constituye uno de los componentes
nitrogenados mas abundante no proteico en el organismo de los
rumiantes, es el principal producto nitrogenado de desecho del
catabolismo de las proteinas y solo se sintetiza en el higado, los valores
obtenidos para este estudio fluctuaron entre 30.4+0,23 mg/dL en ACS y
en animals tratados en 95.8+0,28 mg/dL. Estos ultimos valores muy
incrementado y significativos (p<0.01). mostrando una deficiencia renal,
ya sea por el incremento de la presidon arterial a nivel del aparato
yuxtaglomerular.

Cabe también mencionar que los restantes metabolitos medidos no
mostraron cambios significativos por tal motivo, en este estudio no lo
mencionaremos, pero si queremos recalcar que todos los 17 metabolitos
medidos hubo cambios de acuerdo con los valores de los ACS.

3. Efectos del Clb a las Hormonas esteroideas

Cuando se detectaron los valores de hormonas esteroideas ligadas
con la capacidad reproductiva en hembra se detectd valores de estradiol
(E2) entre 152.1+£8.91 a 1152.3£89.74 pg/ml, y valores de progesterona
(Py), fluctuaron entre 248.51+12,51 a 852.42+90.2 pg/ml estos valores tan
elevados de estrégenos y progesterona fueron obtenidos de hembras con
anestros post parto muy prolongados mayor a 120 dfas (postparto)
(Figura 6).
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Figura 6: Se muestra las concentraciones de hormonas esteroideas en bovinos
hembra: a) animales controles, b) hembras tratadas con Clb, ¢) hembras con Clb y
Fasciola hepatica-Fh y d) hembras con clembuterol, se aprecia que los valores de
hembras con Clb y Fh. muestrearon valores de hormonas P4 y E; mds bajos que las
hembras con Clb, demostrando que el Clb disfraza las afecciones hepdticas, ya que
hembras con Clb y Fh, mostraron una alta prevalencia de quistes- fibrosis-cirrosis
y tumores hepdticos, cosa que no se vio en hembras tratadas con Clb

DISCUSION

1. Que es el clorhidrato de Clembuterol y como actiia en
animales de importancia alimentaria:

El Clb posee una estructura quimica muy relacionada a las
catecolaminas capaz de interactuar con receptores adrenérgicos,
generalmente del tipo PB,. Quimicamente es un amino-4-amino alfa T
butilamino metil 3, 5 diclorobenzil alcohol (Figura 2). Su vida media es
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de acciéon prolongada, con la particularidad de poder almacenarse en
higado y rifién. Segiin Boato, (2000); Dimaano, (2008) y Valladadares et
al., (2013b), se metaboliza por medio de reacciones de N-oxidacién en
hidroxyclenbuterol y conjugados glucurénicos.

El Clb considerado como un aditivo sintético y que pertenece a una
clase de medicamentos andlogos fisiolédgicamente a la adrenalina
(Mersmann, 1998). Quimicamente se describe como polvo blanco,
anhidro, muy soluble en agua y altamente estable a temperatura ambiente,
su punto de fusién es de 174 a 175.5 °C, tiene la capacidad de interactuar
con receptores adrenérgicos, generalmente del tipo P, (P,-agonista),
(Ishikawa, 2009; Valladares ef al., 2013 ay 2014a, by ¢).

Los agonistas adrenérgicos fisioldgicos (P-adrenérgicos) son la
noradrenalina y la adrenalina; la noradrenalina, constituye una
catecolamina del grupo de las fenetanolaminas, también y se considerada
como un neurotransmisor del sistema nervioso simpatico, que se
biosintétisa a partir de la tirosina y circula en el suero sanguineo en
concentraciones relativamente elevadas. La adrenalina del mismo grupo
se sintetiza y secreta en la médula adrenal; circula en menores
concentraciones que la noradrenalina en la mayoria de los mamiferos,
pero en situaciones de estrés responde en mayor proporcién que la
noradrenalina. La noradrenalina es mas selectiva de receptores a y la
adrenalina acttia sobre ambos, con mayor selectividad por los receptores
B, pero con un efecto a mds dominante. Las respuestas fisioldgicas se
producen cuando estos agonistas P,-adrenérgicos se unen a los receptores
especificos (Badino et al., 2005). Estas son moléculas orgdnicas y los -
adrenérgicos que se unen a los receptores ,-adrenérgicos-, dando lugar
al complejo agonista-receptor (B,AR), que a su vez activa a la proteina Gs.
La subunidad & de la proteina Gs activa a la adenilato-ciclasa-(ADC-asa),
enzima que produce el monofosfato de adenosina ciclico (AMPc), estd
considerada como una de las principales moléculas de sefializacion
intracelular. Esta molécula, produce sus efectos al unirse a la subunidad
reguladora de la cinasa proteica A, para liberar la subunidad catalitica que
fosforila a un buen namero de proteinas intracelulares (Mazzanti et al.,
2003). Estas proteinas tienen papeles funcionales vitales para una variada
gama de funciones que van a permitir la entrada de Ca** a la célula, hasta
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mediar la sintesis de proteinas clave para el funcionamiento celular
(Mazzanti et al., 2003).

El CIb es administrado a dosis entre y diez veces superiores a la
terapéutica, a estas concentraciones ha de presentan una accidn
anabdlica, esto va a favorecer a la sintesis de proteina y disminuye a las
grasas en la musculatura esquelética del bovino. Los receptores BAR,
estan presentes en la mayoria de las células de los mamiferos, aunque la
distribucién de los subtipos (B1, P> ¥ P3) v la proporcién de cada uno de
estos varia segtin el tejidos y especie de animal (Mitchell and Glora, 1998).
Se considera a los P, que predominan en el corazén estimulando su
inotropismo (fuerza de contracciéon) y en el musculo liso intestinal
induciendo relajacion y los B,AR se localizan en los bronquios y masculo
uterino, provocando relajacién en ambos casos, por ende, la magnitud de
la actividad fisio-farmacoldgica de un agonista o agonista parcial p
adrenérgico, dependerd de su denominada actividad intrinseca en el
receptor y distribucién en los tejidos blanco (Valladares et al., 2014 a, b).

El Clb su efecto en condiciones fisioldgicas produce el crecimiento
del miusculo esquelético, el cual, es el resultado primario de una
hipertrofia y se detecta con el aumento de la sintesis proteica muscular y
con una disminucién en la degradacién de proteina muscular o una
combinacién de ambas producen aumento de la masa muscular
(Mersmann, 1998). Este permite el incrementar el flujo sanguineo a
ciertas regiones del cuerpo, lo cual, permite el proceso de hipertrofia en
el masculo esquelético al transportar mayores cantidades de sustratos
(Proteinas) y fuentes de energfa para la sintesis de protefna (Ramos,
2009). Otra de sus principales acciones a nivel muscular es la disminucién
en la cantidad de la grasa en la canal. Se ha demostrado “in vitro” la
degradacidon de triacilgliceroles en adipocitos y la inhibicién de la sintesis
de acidos grasos-AG y de triacilglicerol, el tejido de los animales presenta
una actividad lipolftica aumentada (disminucién de la grasa muscular),
una actividad hipogénica disminuida, o ambas (Valladares et al.,, 2013 ay
c). La elevacidén de la concentracién plasmatica de dcidos grasos no
esterificados después de la administracion del Clb, confirma la actividad
lipolitica que ocurre en los adipocitos (Caicedo ef al., 2011 y 2021).

El Clb acrecienta la perfusién sanguinea hacia el musculo, asi como
una mayor disponibilidad de energia y aminodcidos; como resultado se
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produce un aumento en la sintesis y retencién de proteinas y que
favorecera la hipertrofia muscular, principalmente de los muasculos de los
cuartos traseros del animal. En el musculo, ademas de la hipertrofia,
ocurren cambios en el tipo de fibra muscular, también hay cambios en la
proporcién de ARN de trascripcion para proteinas musculares como la
miosina y actina (Meyer and Rinke, 1991). En ovinos y bovinos se ha
observado que aumenta el peso de los musculos en 40%, y que la
magnitud de la respuesta varfa dependiendo del P adrenérgico
suministrado, asi como de la influencia de factores como la especie, la
raza, la edad, el sexo y la dieta (Barry y Graham, 2013 y Caicedo et al.,
2021).

Segin Mersmann, (1998) y Caicedo et al., (2021), el Clb es
considerado como un Beta,-agonista-adrenérgico (B,-AA) y un anabdlico
no esteroideo utilizado en la actualidad para el dopaje en el deporte. Esta
sustancia es conocida por el inducir hipertrofia del tejido
musculoesquelético. El mecanismo preciso de como produce este efecto
de hipertrofia no estd muy bien dilucidado; sin embargo, la hipdtesis mas
aceptada es que induce a este efecto a través de los receptores ;-
adrenérgicos, por la regulacidn controlada de la expresién de los factores
de crecimiento de la insulina (IGFs) que juegan un papel esencial en el
desarrollo, el «crecimiento 'y la regeneracion del tejido
musculoesquelético.

Histologicamente, las células satélites de los muasculos esquelético
son mononucleadas y residen entre el sarcolema y la ldmina basal de las
miofibrillas adultas. En respuesta a los estimulos como son la carga
mecdnica, descarga, denervacion, y lesién son activadas a través de varios
factores de crecimiento que contienen IGFs (Boato, 2000; Mersmann,
1998), esta activacion permite que haya cambios adaptativos como es la
hipertrofia, la alteracién del tipo de fibras y la regeneracion (Valladares
et al., 2014b).

Para los B,AA es muy importante el reemplazo del anillo aromatico,
el reemplazo de este permite una actividad bioldgica especifica a nivel
muscular, ya que se hace para obtener una actividad biolégica definida.
Hay que considerar, que cuando los OH (hidroxilo) son sustituidos por
un halégeno como en el caso del Clb por cloro, se evita la
biotransformacién por las enzimas COMT (catecol-O-metiltransferasas),
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a nivel tisular y se hace muy lenta la biotransformacién hepatica (Boato,
2000), la presencia de este haldgeno cloro, lo hace mas liposoluble que sus
andlogos, y, por ende, tiende a difundir mas en los tejidos y en la grasa
animal (Mersmann, 1998; Valladares et al., 2014b, Caicedo et 4l.,2021).

2. Efecto del Clb detectados en este estudio

Para este estudio hay que considerar que una de las caracteristicas
mas importantes en cuanto a la estructura del Clb es que posee un
halégeno en su estructura quimica el cual es el idn cloro, este i6n cloro
(Cl), permite retardar la actividad metabdlica del Clb, por ello, su efecto
es mucho mds prolongado que otros agonistas B.-AA y su excrecién total
también es mas retardada (Martin 1971, Ruffolo, 1991, Waldeck y
Widmark, 1995). Ademads, no estd muy bien dilucidado el efecto que tiene
el Clb en las actividades del sistema reproductor en hembras y machos,
porque en los animales con una alta ingesta de Clb, la actividad
reproductiva disminuye, (Caicedo et al., 2010 y 2011, Paz-Calderén et al.,
2011), por otro lado, hay aumento de la fosfatasa acida prostatica
posiblemente por el efecto termogénico del Clb, este fendémeno caldrico
lo que hace es alterar la morfologia del esperma (Paz-Calderén et al,
2011). Ademds, podemos considerar que los P-AA estimulan a la
glandula suprarrenal al producir glucocorticoides y corticoides
(dexametasona y betametasona); el efecto del Clb a nivel de esta glandula
adrenal aan no estd bien claro. Es probable que en hembras estimule la
produccién de esteroides (P, y E;) a nivel de los ovarios como
progesterona y estradiol y en machos incrementa los niveles de
testosterona (T) y fosfatasa dcida prostatica, sin embargo, se desconoce el
dafio probable que puede producir el clembuterol en los drganos
reproductivos (Caicedo et al., 2011 y 2021), debido a que en ellos se
producen estos esteroides, es probable que el Clb en las glindula
suprarrenal, incremente los glucocorticoides y mineralcorticoides, que
también pueden llegar a incrementar los esteroides (estrégenos y
progestanos) a través de este érgano (Caicedo et al., 2011 y 2021).

Se puede considerar que el Clb produce un incremento de la
actividad del sistema nervioso, que conduce a la pérdida del apetito, el
cual, puede ser debido a la sensacién de malestar del animal o a la
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actividad glucogenolitica y lipolitica, bloqueando los centros del apetito
mediante seflales de sobrecarga procedentes de los receptores
quimiostaticos (Caicedo et al., 2009 y Saavedra et al., 2019). Al ser capaz
de atravesar la barrera hemato-encefdilica, es viable que la reduccién del
consumo de alimentos pueda ser atribuida a un exceso de la estimulaciéon
de receptores {3;-adrenérgicos (B-AR) a nivel del sistema nervioso central.
Los efectos promotores del crecimiento ejercidos por el Clb son
fuertemente mediatizados por la estimulacién directa de los receptores
B.-adrenérgicos (P.-AR) (Helferich ef al, 1990, Ni et al, 2010),
localizados en el tejido muscular y también, indirectamente por las
variaciones de las concentraciones plasmaticas de hormonas catabdlicas
o anabdlicas (Higgins ef al., 1988), como puede ser el caso de los
glucocorticoides, la hormona del crecimiento (GH) o la insulina. Si las
hormonas pueden alterar la respuesta del tejido adiposo frente a las
catecolaminas enddgenas, también pueden afectar a la respuesta de la
musculatura esquelética frente a los agonistas . exdgenos, (Sumano et
al., 2002). El estudio comprueba que el clembuterol, por lo tanto,
modifica la composicién muscular de los animales, puesto que en
animales tratados con P,-AA, se observa un aumento en el depdsito de
proteina (15%) y una disminucién en la de grasa (18%) (Lueso y Gémez,
1990).

El crecimiento muscular, como respuesta al tratamiento con B,-AA,
es una hipertrofia del tejido muscular esquelético estriado, lo que se
demuestra por los estudios realizados por Beermann ef al., (1983 y 1986)
en ratas y por Martin et al., (1990) en vacas. Los efectos de los .-AA
sobre el sistema endocrino, son debidos en gran parte a la liberacién de
otras hormonas (Caicedo et al., 2009, 2011 y Saavedra ef al., 2019).

Entre las acciones de las catecolaminas estdn la inhibicién de la
secrecion de insulina, el aumento de glucagén y el estimulo de la
liberacion de hormona adrenocorticétropa (ACTH), somatototropa
(STH) y gonadotropinas como: FSH y LH, (Beermann et al., 1987). Sin
embargo, existe una sorprendente falta de informacién sobre los efectos
del Clb en la gldndula adrenal, que es aiin mds sorprendente, si se piensa
que existen receptores PB-adrenérgicos (f-AR) en esta glandula, que la
médula adrenal es uno de los tejidos que sintetizan y secretan las
catecolaminas naturales adrenalina y noradrenalina y que la glandula
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adrenal sintetiza y secreta los glucocorticoides, por altimo, hay que
considerar que la implicacién directa de esta glandula en los mecanismos
de adaptacion del organismo al estrés, tanto, a corto como a largo plazo.

Los efectos de los B,-AA en el metabolismo de las grasas son muy
dificiles de definir, sin embargo, actdan indirectamente en la deposicién
de grasa, al aumentar la velocidad metabodlica y el gasto energético de los
animales tratados y al reflejarse con la termogénesis, parte de la energia
ingerida evita la formacion de grasa y por otra parte el efecto directo esta
en el aumento de los niveles de AMP ciclico en el tejido adiposo, el ATP
se transforma en AMP ciclico que activa a ciertas protefnas como las
proteinas quinasas que por fosforilacién estimulan a una lipasa
intracelular que transforma los triglicéridos en dcidos grasos y glicerol.
Este mecanismo aumenta la lipdlisis y disminuye la lipogénesis,
igualmente este mecanismo dependerd de la especie animal en que
estemos tratando, es por ello, que el aumento de la concentracién
administrada y el tiempo en que los animales son sometidos a este B,-AA,
juega un papel muy importante en el efecto a corto y mediano plazo, para
la administracion de este. En base a los estudios previos y los datos que
se han obtenido en este estudio se puede agregar lo siguiente: La
administracién de Clb, a dosis anabolizante, causa una alteracién de la
funcionalidad del eje hipotdlamo-hipéfisis-adrenal-gonadal-hepdtico en
bovinos, que en algunos casos es reversible, después de un perfodo de
retirada o cuarentena. Ademads, que las rutas del Clb en bovino, el cual,
conlleva la formacion de: 4-nitro-clenbuterol, hidroxilamina de
clenbuterol, 4cido 4-amino sulfénico de clenbuterol, alcohol-
hidroxilamina 2,5-dicloro-a-bencil y acido 4-amino-3,5-
dicloromandelico, todos estos componentes son altamente toxicos para la
fisiologia animal segiin Fiems (1987), Zalko 1997 a y b; Caicedo ef al.,
(2021) (Figura 7).

Se puede considerar que la respuesta maxima de B>- AA-clembuterol
se ve afectada por la dosis administrada y la duraciéon de una dosis
sostenida (Ricks et al., 1984). Esto ha sido bien documentado y que el
aumento de cAMP mediado por p-AR es temporal y que la activaciéon
continua del receptor por el ligando B-AA es necesaria para mantener los
niveles de cAMP para sostener la respuesta. La exposiciéon a una dosis
constante de PAA para el receptor eventualmente causara una
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desensibilizacion o inactivacidén aguda de la sefializacién mediada por el
receptor. La fosforilacién tanto de la proteina quinasa A-(PKA) como de
las quinasas P-AR son los pasos principales para iniciar la cascada de
seflalizacién que sigue a la activacién de cAMP por B-AR (Hausdorff et
al., 1990). La desensibilizaciéon aguda puede evitarse hasta cierto punto
aumentando la dosis y potenciando la sefial. La exposicién a largo plazo
(crénica) a dosis elevadas de .- AA conduce alainternalizacion o pérdida
del receptor de la superficie celular y a la disminucién de la abundancia
de ARNm de B-AR (Hausdorff et al., 1990). Estas alteraciones parecen ser
irreversibles al menos en el periodo de alimentacién a corto plazo. Sin
embargo, adicionalmente a todo esto Sauer ef al., (1995) detecto que al
evaluar la cinética de Clb en becerros holstein-friesian, a los que se les
suministraron una dosis de 10 ug/kg de peso cada 12 h durante 21 dias,
encontraron residuos en suero sanguineo a las 6 h, 1, 2, 4, 8 y 16 dias
después de iniciado el tratamiento. Desde el dia 2 de retiro del Clb, al
sacrificio de los bovinos, las concentraciones mdés elevadas detectadas se
encontraron en higado, rifién, bilis y orina. En estudios realizados en
Rattus novergicus, segan FAO-OMS, consideraron que la administracién
de Clb aument¢ la incidencia de leiomiomas meso-ovaricos después de
haber recibido dosis de hasta 25 mg/kg de peso al dia. Concluyeron que
estos se deben mds a una estimulacién adrenérgica y no tanto a factores
de tipo genotdxico, lo mismo se puede decir que sucedié con ratones
expuesto con el Clb, segtin Valladares-Carranza et al., (2017), donde hubo
incremento de la masa muscular y alteraciones a nivel del higado y
corazdn en este se detecto a través del estudio histopatoldgico de las fibras
cardiacas engrosamiento y rizamiento de fibras musculares,
pleomorfismo e hileracién nuclear, esto relacionado con lo hipertrofia
muscular del muasculo cardiaco. Mientras que a nivel hepatico de los
animales tratados con CIb las lesiones observadas fueron: tumefaccion y
degeneraciéon hidrépica de moderada a difusa, mitosis, picnosis y
megalocitosis con megacariosis de hepatocitos, esto provoca lesiones a
través de los hepatocitos provocando alteraciones de estos en la
produccidén de la bilis, por ello las altas concentraciones en bovinos de la
bilirrubina detectados en este estudio. En el higado de los ratones
expuestos a Clb se observaron alteraciones importantes, que ponen de
manifiesto su efecto téxico (Valladares-Carranza et al., 2014a y b y 2015).
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El Clb en el organismo de los animales tiene una funcién y accidén
prolongada, como se ha mencionado tiende a almacenarse
primordialmente en higado y rifién (por ser estos 6rganos de filtracién
de componente y reguladores de la homeostasis) y se metaboliza por
medio de reacciones de N-oxidacién en hidroxiclembuterol y conjugados
glucurdénicos (Mazzanti et al., 2003 y Valladares-Carranza et al., 2015).
Zalko et al, (1997a), manifesté que los metabolitos del Clb: N-
hidroxilarilamina y N-nitroso clembuterol, poseen propiedades téxicas
de riesgo tanto para la salud animal como para el humano. Otro caso muy
particular del efecto del Clb en conejos a los que se les administraron
dosis de 30 pg-50 mg/kg de peso al dia se observaron signos de feto
toxicidad, como retraso de la osificacion y paladar hendido. Por otro lado,
estudios realizados por Carrola et al., (2003), en dos casos humanos estos
presentaron signos de tremor muscular, nduseas e incoordinacién; a la
auscultacién mostraron un incremento de la frecuencia cardiaca,
incremento de la presion arterial y en el examen hematoldgico
presentaron: leucocitosis, acompafiada de neutrofilia, hipercalemia e
hiperglucemia, mismos que se dan a nivel de los bovinos que son
sometidos a la alimentacién con el B,AA-Clb. Serfa muy interesante
realizar investigaciones de este tipo en bovinos, aves o porcinos, ademas
de que son las especies en las que mds se llega a usar, y las que se
consumen en mayor frecuencia y cantidad en el mercado nacional (SIAP,
2009). Segtn estudios de Avilés-Martinez et al., (2019) detectaron valores
de Clb en altas concentraciones en bovinos un 69.3% de los animales
muestreados entres rastros municipales, otros estudios por Caicedo et al.,
(2021) detectaron un 62.3% de animales positivo a Clb de una poblacién
de 36,000 bovinos muestreados en rastros municipales, indicando que no
hay medidas pertinentes al uso de este componente (Caicedo ef al., 2021),
a pesar de que la norma de prohibicién existe en México (Norma Oficial
Mexicana NOMO061-Z00-1999, que prohibié su empleo, produccion,
comercializacién y administracién en animales de consumo humano en
el pais (SAGARPA, 2000) y que desde el afio 2002 se vienen presentando
intoxicaciones en humanos por el consumo de visceras y carne
procedentes de este producto proteico contaminado con este Clb.
Finalmente, los p.-agonista-adrenérgicos son analogos de las
catecolaminas epinefrina y norepinefrina. Pueden funcionar a través de
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adrenoceptores beta especificos (BAR) en la superficie de los adipocitos
y las células del musculo esquelético. Estd comprobado que el P.AA.
Clembuterol promueve el crecimiento, de igual manera esta dilucidado
hasta cierto punto que estos medicamentos Clb y zilpaterol reducen la
grasa total de la canal y aumentan la proteina total de la canal en cuatro
especies: bovinos, ovejas, ave doméstica y ratas. Muchos agonistas p-
adrenérgicos reducen los lipidos de la canal estimulando la lipdlisis y
bloqueando la lipogénesis en el tejido adiposo.

ADMA
$-amloold, S-dcido
dicloromandelico

Figura 7: Biodisponibilidad y Biotransformacidn del Clembuterol en bovinos
v posibles rutas metabdlicas del Clembuterol en las diferentes estructuras del
bovino: higado principalmente, pdncreas, rifion, y pulmén a nivel del sistema
nervioso y gldndulas suprarrenal, segin Fiems (1987), Zalko 1997 a y b y Caicedo
etal, 2011 y2021.
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CONCLUSIONES
Para este estudio podemos considerar las siguientes conclusiones:

1- E1Clb contribuye al incrementar la masa muscular en bovinos a
expensas de alterar su bienestar, provocando alteraciones en los
metabolitos sanguineos ligados a sus procesos de homedstasis,

2- Por ende, afecta los genes que regulan el metabolismo celular y
de érganos en los bovinos,

3- La hipertrofia acelerada producida por este f,AA no es la ideal
por el tiempo en que se presenta, alterando los proceso
hormonales y procesos del sistema nervioso central y periférico,

4- EI Clb contribuye a alteraciones en la produccién de hormonas
esteroideas inhibiendo la actividad ovdrica en hembras,
produciendo anestro muy prolongados,

5- Mientras que en macho produce alteraciones a nivel de las células
precursoras de la espermatogénesis, las espermatogonias,
produciendo malformaciones a nivel de cola y cabeza del
espermatozoide,

6- Un exceso en la dosis del Clb produce alteraciones en los niveles
de fosfatasa dcida provocando posiblemente cancer prostitico en
bovinos, produciendo atrofia testicular

7- El érgano que mayores alteraciones se producen es el higado,
provocando quistes, fibrosis hepdtica, telangiectasias, alterando
la funcién de los hepatocitos en producir bilis y acumuldndose
esta en los canaliculos biliares produciendo alteraciones a nivel
estructural del higado, posible Granulomatosis hepatica.

8- El Clb enmascara muchas patologias hepdticas como Ia
fasciolosis bovina, produciendo en los animales que la padecen
hepatitis.

Sin embargo:

a) El P,-AA-Clembuterol mejora consistentemente el
rendimiento del ganado de carne y aumenta el crecimiento
muscular cuando se mezcla con raciones de terminacidn.
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b) Cambios en la abundancia del ARNm de multiples genes
asociados con la diferenciacion miogénica pueden indicar un
efecto importante de B,AA sobre la proliferacion, diferenciacién
y / o el reclutamiento de las células satélite en las fibras
musculares para promover la hipertrofia muscular

¢) La actividad fisioldgica del Clb, depende de la actividad
inherente del receptor y su absorcién, tasa de metabolismo,
eliminacion y distribucién en el tejido blanco

d) Hay que considerar que el ganado bovino que recibe f,-
AA-clembuterol tiende a tener puntajes de marmoleo muy bajos,
menor cantidad de la grasa dorsal y mayor dureza de la carne y
altos niveles en el contenido de H,O, alrededor de un 30% mads
que un animals alimentado organicamente.

e) La elevacidn de los tipos de fibras glucoliticas con el
tratamiento con B;-AA-clembuterol es la principal responsable
del aumento de la hipertrofia muscular, sin embargo, se
correlaciona negativamente con la cantidad de tejido adiposo,
tanto intramuscular como intermuscular,

f) Finalmente, la disponibilidad y la biotransformacién del
Clb en tejidos y érganos dependerd de la concentraciéon y tiempo
en la que los bovinos son sometidos a este anabdlico, el cual, se
tienen pruebas que se les administrar mds de las dosis anabodlicas
permitida, y por mayor tiempo estipulados en los lineamientos
de la administracién de anabélicos sintéticos en animales
domestico de importancia alimentaria, el cual, no debe ser, ya
que afecta al propio animal, su bienestar y finalmente al
consumidor, al hombre.

A pesar, que existe una prohibicién (normatividad) en su aplicacién
a animales de importancia alimentaria se sigue administrando, esta
administracién no estd regulada en general por personal profesional
idéneo en la materia.
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RESUMEN

Se aplicé un cuestionario sobre agentes etioldgicos, modos de
transmisién, manifestaciones clinicas, prevencién y tratamiento de las
enfermedades transmitidas por artrépodos (Dengue, Paludismo,
Enfermedad de Chagas, Leishmaniasis y Alacranismo) para evaluar el
conocimiento y practica de médicos y estudiantes de medicina del
Hospital Universitario y Facultad de Medicina de la BUAP. Se obtuvieron
valores bajos de conocimiento en modo de transmisién, manifestaciones
clinicas y tratamiento. Los estudiantes mostraron un mejor conocimiento
sobre las manifestaciones clinicas de Leishmaniasis con respecto a
médicos. Los  factores  independientes  asociados a  un
conocimiento/prdctica adecuada en médicos fueron: edad, grado de
escolaridad y egreso; en estudiantes para un conocimiento adecuado
fueron edad y cuatrimestre/semestre. Los resultados indican un drea de
oportunidad para mejorar los programas de estudio a nivel licenciatura y
tratamiento de pacientes a nivel hospitalario.
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INTRODUCCION

El concepto de enfermedades transmitidas por vectores (ETV) se ha
circunscrito a solo aquellas enfermedades en que intervienen artrépodos,
tales como mosquitos (Culicidae), jejenes (Simuliidae), flebdtomos
(Phlebotominae), chinches besuconas (Triatominae), garrapatas
(Ixodidae), alacranes (Scorpionida) (Secretaria de Salud, 2001). Las ETV
generan un gran impacto a nivel mundial y son amenaza importante para
la salud publica (Hill et al., 2005) ya que mds del 60% de la poblacion
mundial estd en riesgo de contraer estas enfermedades sélo por habitar
en dreas tropicales y subtropicales (Wichmann ef al, 2007). En el
continente americano entre las enfermedades transmitidas por vectores
mas importantes se tienen al Dengue, Paludismo, Enfermedad de Chagas
(Tripanosomiasis americana), Leishmaniasis y Alacranismo (Arenas et
al., 2015).

México presenta un grado alto de endemismo para Dengue,
Paludismo, Tripanosomiasis americana, Leishmaniasis y Alacranismo.
Entre los afios 2013 al 2019 se reportaron 226,981 casos para Dengue,
4,721 de Paludismo, 6,384 de la Enfermedad de Chagas, 4,205 de
Leishmaniasis y 2,110,018 de Alacranismo (Secretaria de Salud, 2019).
Por la alta prevalencia de las ETV, se han realizado varios estudios para
determinar el conocimiento y préactica a distintas comunidades en riesgo
(Wasnik y Mehta, 2017), en donde el conocimiento es un componente
cognoscitivo, donde se incluyen dos factores fundamentales: la realidad y
todo el conocimiento previo que posee quien percibe un estimulo y
ademds se encuentra almacenado en su mente. La practica es un
componente conductual que se define como la objetivacion de las
actitudes y conocimiento que se manifiesta mediante la accién de una
persona sobre su objeto actitudinal (Vargas, 2005).

Elinstrumento de mayor efectividad para valorar el conocimiento y
practica, son los cuestionarios, estos han sido ampliamente utilizados
para la caracterizacion de comunidades, en la evaluacién de
intervenciones y/o en la descripcidén de las condicionantes eco-bio-
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sociales de riesgo (Castro et al, 2010). Los cuestionarios de
conocimientos y précticas son un estudio cuantitativo de una poblacién
especifica que retine informacién sobre lo que la gente sabe y cémo se
comporta con relacién a un tema en especifico (Holman, 2012). Una de
las comunidades que se ha evaluado el conocimiento y practica han sido
los médicos, debido a que presentan bajos valores para la practica clinica
de diversas enfermedades transmitidas por vectores principalmente en el
manejo, diagndstico, tratamiento y prevencion (Alzahrani, 2015; Rafique
et al., 2015; Lugo-Caballero et al., 2017; Thaver et al., 2011; Tomashek et
al.,2014). Los estudiantes de las ciencias médicas presentan bajos valores
en el conocimiento para la transmisién y prevencién de ETV (Bota et al.,
2014; Patil et al., 2015; Saberi et al., 2012).

Por lo anterior y debido a la relevancia de un reconocimiento
temprano, la comprensién de los problemas clinicos que se presentan en
las diferentes fases de estas enfermedades, ademds de conseguir buenos
resultados clinicos. Es fundamental evaluar el conocimiento y practica de
los médicos y estudiantes de medicina respecto a estas enfermedades
transmitidas por artrépodos, para detectar deficiencias y fortalezas que
permitan mejorar los programas de estudio a nivel licenciatura,
diagndstico y tratamiento de pacientes a nivel hospitalario.

PROCEDIMIENTO Y PARTICIPANTES

Se elabord un cuestionario considerando agentes etioldgicos, modo
de transmision, manifestaciones clinicas, prevencién y tratamiento de las
enfermedades transmitidas por artrépodos (Dengue, Paludismo,
Enfermedad de Chagas, Leishmaniasis y Alacranismo). Estas
enfermedades son abordadas en los planes de estudios de todas las
escuelas de medicina en México (Lugo-Caballero et al, 2017). La
informacién sociodemografica incluida fue Estado de procedencia, edad,
grado de escolaridad, especialidad (en el caso de estudiantes:
cuatrimestre/semestre), escuela o facultad de procedencia. Ademas, se le
agrego preguntas sobre zoonosis, reservorio y Rickettsiosis, con un total
de 55 preguntas. Para la eleccion de los médicos fue ser interno o
residente del Hospital Universitario de Puebla-BUAP, para los estudiantes
que estuvieran entre el quinto y décimo cuatrimestre/semestre, con las
materias aprobadas de Microbiologia y Virologia, Parasitologia y
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Micologia de la Facultad de Medicina BUAP. Se les hizo mencién del
propoésito, confidencialidad y anonimato del cuestionario a los
participantes. Se aplicé el cuestionario sobre las enfermedades
transmitidas por artrépodos, a 46 médicos en abril del 2017, 54 médicos
en marzo del 2019, en el Hospital Universitario de Puebla (BUAP) con un
total de 100 médicos y 100 estudiantes de la Facultad de Medicina (BUAP)
realizados en enero del 2019. Se solicit6é la aprobacién del Comité de
Investigacién y Etica de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla,
autorizado con el namero de registro institucional CETHUP2019/018.

Analisis de datos

Los datos fueron separados por enfermedad (Dengue, Paludismo,
Enfermedad de Chagas, Leishmaniasis y Alacranismo) para su andlisis.
Para el procesamiento de la informacidon se elaboraron bases de datos en
EXCEL, el analisis descriptivo de las caracteristicas sociodemograficas y
tablas de frecuencia para las respuestas se us6 Statistica Versiéon 7
(StatSoft, Inc. 2004). Se realizé la prueba t de student, en donde se utilizé
la informacién procedente de las medias y desviaciones estindar
(medidas resumen) de cada uno de los grupos de estudio. Con esta prueba
se realizéd comparaciones entre las poblaciones de médicos y estudiantes,
con las medias de los porcentajes correctos de patégenos y modo de
transmisién, manifestaciones clinicas, prevencién de la infeccién y
tratamiento, separados por enfermedad. Se ajustd el modelo de regresién
logistica para establecer las asociaciones entre el conocimiento / practica
y las variables sociodemograficas. A cada respuesta correcta se le asigné
el valor “17, respuestas incorrectas “0”, ademds a cada participante se le
asigné un valor de Conocimiento y Préactica, la escala para el
conocimiento fue de 0 a 26 puntos, dicotomizados a “inadecuado” de 0 -
13 puntos, “adecuado” de 14 a 26 puntos. La escala para la practica fue
de 0 a 24 puntos, “inadecuado” de 0 - 12 puntos, “adecuado” de 13 - 24
puntos. Se calculd la razén de probabilidades (odds ratio), con sus
respectivos intervalos de confianza del 95% para cada una de las
asociaciones, todas las pruebas se consider6 un nivel de significancia de
0,05. Las comparaciones y asociaciones se realizaron en SPSS versién 18
(SPSS Inc. Released 2009).
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RESULTADOS
Agentes etioldogicos y modo de transmisién

E191% de médicosy 88% de estudiantes identificaron correctamente
los posibles modos de transmisién del Dengue (via vectorial); el 41% de
médicos y 36% de estudiantes identificaron el ndmero correcto de
serotipos del virus del Dengue (Arenas et al., 2015). Con respecto a las
especies transmisoras del Dengue el 46% de médicos y 36% de estudiantes
reconocieron a Aedes aegypti y Aedes albopictus correctamente. El 91%
de médicos y 92% estudiantes reconocen los posibles modos de
transmisién del paludismo (via vectorial y via transfusional); médicos
con un 73% y 67% de estudiantes identificaron las especies de
Plasmodium causantes de paludismo en México (Plasmodium falciparum
y Plasmodium vivax). Para los géneros de mosquitos transmisores de los
agentes causales de paludismo (Anopheles) el 68% de médicos y 67%
estudiantes seleccionaron la respuesta correcta. Anopheles albimanus y
Anopheles pseudopuntipennis fueron reconocidos como las especies
principales de mosquitos transmisores por el 43% de los médicos y 44%
de estudiantes.

La via de adquisicién mds frecuente de la enfermedad de Chagas es
la contaminativa deyeccién - paciente siendo reconocida por el 63% de
médicos y 48% estudiantes. Solo a los participantes pertenecientes del
estado de Puebla se les indicd que seleccionardn a las especies de insectos
transmisores de la enfermedad de Chagas en el estado donde el 27% en
ambos grupos las identificé correctamente (Triatoma dimidiata, Triatoma
pallidipennis, Triatoma barberi, Triatoma bassolsae). E1 54% de médicos y
51% estudiantes identificaron correctamente a los agentes etioldgicos de
las diferentes manifestaciones clinicas de leishmaniasis en México
(Leishmania mexicana, Leishmania brasiliensis, Leishmania chagasi,
Leishmania donovani). Para las especies de insectos transmisores de
leishmaniasis en México (Lutzomyia olmeca, Lutzomyia shannoni,
Lutzomyia cruciata, Lutzomyia diabdlica) con el 21% en médicos y 20%
estudiantes las seleccionaron correctamente. Tan solo el 36% de médicos
y 33% estudiantes respondieron correctamente a ;Qué es alacranismo o
IPPA? (La intoxicacion por picadura de alacrdn), las especies de alacranes
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mas importantes desde el punto de vista epidemioldgico en los estados de
procedencia de los participantes fueron: Centruroides noxius (37%
médicos, 24% estudiantes), Centruroides elegans (22% médicos, 31%
estudiantes), Centruroides limpidus (22% médicos, 15% estudiantes).

MANIFESTACIONES CLINICAS

Para la pregunta ;Cudl namero de episodio de infeccién por Dengue
puede tener mayores consecuencias? el 57% de médicos y 54% estudiantes
respondieron correctamente (Segunda infeccién con diferente serotipo al
del primer episodio). El 54% de los médicos y 51% estudiantes
seleccionaron de forma adecuada las manifestaciones clinicas. Las
complicaciones de un paciente con cuadro paladico (hepatopatia) fueron
reconocidas por el 31% de médicos y 33% estudiantes. E1 33% de médicos
y 32% estudiantes identificaron los sintomas de la etapa aguda de la
enfermedad de Chagas (Fiebre, abatimiento, vomitos, diarrea, tos,
palpitaciones, cefaleas). Médicos con un 65% y estudiantes 68%
seleccionaron correctamente las complicaciones de un paciente con
cuadro chagdsico cronico (trastornos del ritmo cardiaco (BRDHH,
bloqueo AV, extrasistoles ventriculares, taquiarritmias o bradiarritmias),
megacolon, tromboembolia cerebral). El 43% de médicos y 58%
estudiantes seleccionaron correctamente las distintas manifestaciones
clinicas de la leishmaniasis (cutdnea localizada, cutdnea difusa,
mucocutanea, visceral). El1 50% de los médicos y 40% estudiantes
seleccionaron de manera adecuada dolor intenso o prurito inmediato en
el sitio de picadura, parestesias locales y ocasionalmente, edema e
hiperemia minima como la sintomatologfa del cuadro clinico leve de un
paciente sospechoso de intoxicacién por picadura de alacran.

Prevencion de la infeccién

El 88% de médicos y 87% de los estudiantes seleccionaron las
medidas preventivas adecuadas para Dengue (Erradicar estancamientos
de agua, uso de repelentes y mosquiteros). Los factores de riesgo para
contraer Dengue (Carencia de servicio de agua potable) el 8% de médicos
y 12% estudiantes las identificé correctamente. El uso de repelentes,
mosquiteros tratados con insecticidas, son los métodos sugeridos para
evitar contraer paludismo por un 53% de médicos y 50% estudiantes. La
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ausencia de pabellones en dormitorios y hacinamiento fueron elegidos
como los factores de riesgo para contraer paludismo por el 28% de
médicos y 26% estudiantes. EI 23% de médicos y 27% estudiantes
reconocieron los factores que no son de riesgo para contraer la
enfermedad de Chagas (tamizaje anti T. cruzi en donadores de sangre).
Considerando sélo a los participantes del estado de Puebla se les pidié
identificar la regidn del estado con la mayor seroprevalencia de donadores
de sangre a la enfermedad de Chagas donde solo el 42% de médicosy 41%
estudiantes la identificaron correctamente (Mixteca). E1 64% de médicos
y 71% de estudiantes recomiendan a sus pacientes los siguientes métodos
para evitar contraer la enfermedad de Chagas (eliminar los pisos de tierra
en la vivienda, revocar grietas de las paredes, aseo periddico de
dormitorios y evitar hacinamiento). Los médicos con 85% y 93%
estudiantes sugieren el uso de repelentes, sacrificar mamiferos con
improntas positivas, usar cortinas y mosquiteros impregnados con
insecticidas, usar cortinas y mosquiteros impregnados con pesticidas para
evitar contraer leishmaniasis. Los factores de riesgo para contraer
leishmaniasis identificados por médicos y estudiantes fueron animales
domésticos pernoctando en la casa habitacién, actividades agricolas y
ganaderas, marginacién y marginacién socioeconémica con el 57% en
ambos grupos. El 82% de médicos y 88% estudiantes seleccionaron
correctamente que actividades como agricultura y albaiiler{a, viviendas
rusticas, falta de higiene domiciliaria, clima tropical como factores de
riesgo para contraer intoxicacién por picadura de alacran.

Tratamiento

Al atender a un paciente con Dengue el 38% de médicos y 28%
estudiantes lo ingresard a atencién hospitalaria. E1 60% de los médicos y
45% de estudiantes prescribird el medicamento adecuado para el manejo
de un paciente con Dengue (Paracetamol), el resto prescribird
medicamentos contraindicados como antibiéticos, aspirina, ibuprofeno e
indometacina. El 61% de médicos y 56% estudiantes consideran gota
gruesa como una de las pruebas de diagndstico rapidas para confirmar un
caso paludico, Cloroquina + Primaquina es el tratamiento recomendado
para pacientes con cuadro paladico por P. falciparum siendo elegido por
el 57% de médicos y 48% estudiantes. El tratamiento para un cuadro
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palidico por P vivax es Cloroquina del cual 64% de médicos y 72%
estudiantes respondieron adecuadamente. El tratamiento recomendado
cuando se presenta resistencia de P. vivax a Cloroquina es Quinina, el 21%
de médicos y 8% estudiantes lo identificaron.

De los médicos solo el 34% y el 43% estudiantes seleccionaron las
pruebas de confirmacién diagndstico parasitoldgicas para la enfermedad
de Chagas (ELISA, PCR). El 58% de médicos y 48% estudiantes
seleccionaron el tratamiento recomendado para pacientes en fase aguda
de la enfermedad de Chagas (Nifurtimox (8-16 mg/kg/dia, 60 dias),
Benzanidazole (5-7mg/kg/dia, 60 dias). El tratamiento recomendado para
pacientes con leishmaniasis cutdnea localizada es antimoniato de
meglumina, estibogluconato de sodio y termocirugia el cual fue
seleccionado correctamente por el 40% de los médicos y 31% estudiantes.
Las pruebas de diagndstico que recomendarian los participantes en un
caso sospechoso de leishmaniasis serian reaccién de Montenegro o
intradermorreaccién con el 37% en el caso de médicos y 52% estudiantes.
El tratamiento recomendado para pacientes con intoxicacién por
picadura de alacran es faboterapia, diclofenaco y soluciones parenterales,
el cual fue seleccionado adecuadamente por el 9% en ambos grupos. Para
los medicamentos contraindicados en el tratamiento a pacientes con
intoxicacién por picadura de alacrdn el 70% de médicos y 85% estudiantes
seleccionaron las respuestas correctas (gluconato de calcio, atropina,
dcido acetilsalicilico, corticosteroides, metamizol).

Comparaciones y asociaciones

En Leishmaniasis, médicos y estudiantes de medicina no mostraron
diferencias significativas en patdégenos y modo de transmisién (P=0,938),
prevenciéon (P=0,992) vy tratamiento (P=0,804), pero para las
manifestaciones clinicas, se presentd diferencias significativas entre
participantes (P=0,019) donde los estudiantes obtuvieron un mejor
conocimiento.

De acuerdo con el andlisis de regresién logistica para determinar los
factores independientes asociados; la edad, el grado de escolaridad y
egreso fueron los tunicos factores independientes asociados a un
conocimiento y prdactica adecuada en médicos (p=0.001), para las
enfermedades (Dengue, Paludismo, enfermedad de Chagas,
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Leishmaniasis, IPPA). Los médicos que se encuentran en el rango de edad
de los 28 a 30 afos tienen mayor conocimiento (OR= 1.03, IC 95%= 0.34
- 3.09) que los que se encuentran en el rango de los 22 a 24 aflos (OR=
0.63,IC 95%= 0.1 - 3.78). Ademds, los residentes en su cuarto afio tienen
mayor conocimiento (OR= 0.66, IC 95%= 0.065 - 6.8) que los residentes
en su segundo afio (OR=0.38, IC 95%= 0.045 - 3.32). Médicos que ya se
titularon tienen mayor conocimiento (OR= 2.43, IC 95%= 0.64 - 9.21)
que los que atn no se titulan (OR=2.02, IC 95%= 0.56 - 7.3).

Médicos que se encuentran en el rango de edad de 28-30 afios tienen
una mejor prdctica (OR=0.84, IC 95%=0.95 - 2.4) que los que se
encuentran en el rango de edad de 22-24 afios (OR=0.38, IC 95%=0.06 -
2.29), los residentes en su tercer afio tienen mayor practica (OR=1.0, IC
95%=0.108 - 9.22) que los residentes en su primer afio (OR=0.205, IC
95%=0.025 - 1.67). Los médicos que ya se titularon tienen mayor préctica
(OR=1.44, IC 95%= 0.37 - 5.56) con respecto a los que atin no se titulan
(OR=0.48, IC 95%=0.09 - 2.38).

Para los estudiantes de medicina los factores independientes
asociados a un conocimiento adecuado sobre las enfermedades (Dengue,
Paludismo, enfermedad de Chagas, Leishmaniasis, IPPA), fueron la edad
y el cuatrimestre/semestre (p=0.000). Los estudiantes en el rango de edad
de 23-25 afios tienen mayor conocimiento adecuado (OR=1.27, IC
95%=0.322 - 5.06) que aquellos que se encuentran entre el rango de 20-
22 afios (OR=1.11, IC 95%= 0.082 - 15.03). Los alumnos que se
encuentran cursando el décimo cuatrimestre/semestre tienen mayor
conocimiento adecuado (OR=5.22, IC 95%=1.42 - 19.2) con respecto a
los de séptimo cuatrimestre/semestre (OR=1.61, IC 95%=0.46 - 5.57).
Para la préctica ningtn factor estuvo asociado.

DISCUSION

Al evaluar el conocimiento de los participantes sobre las
enfermedades se encontré que para patdgenos y modo de transmision
habia un conocimiento basico para dengue y paludismo. Con respecto a
la Enfermedad de Chagas, a los participantes pertenecientes del estado de
Puebla se les indicd que seleccionaran a las especies de insectos
transmisores de la enfermedad en el estado, donde el 27% respondid
correctamente, dato mucho menor a los registrados anteriormente en
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Yucatan (México) y Almeria (Espafia) (Lugo-Caballero et al, 2017;
Muifioz-Vilches et al., 2013). Esta claro que su enseflanza no recibe
suficiente atencién en las escuelas de medicina. La mitad de los
participantes conocen la via de adquisiciéon mds frecuente de la
enfermedad de Chagas dato similar a lo registrado anteriormente en el
pais (Lugo-Caballero et al., 2017) y mayor a lo registrado en Estados
Unidos (Stimpert y Montgomery, 2010), esto podria deberse a que EEUU
no es un pais endémico de la enfermedad sin embargo se han registrado
cierto namero de casos importados. Para Leishmaniasis en trabajos
anteriores se registré que el 90% de los participantes sabian que la mosca
de arena es un vector de leishmaniasis cutdnea, pero solo el 28% podia
identificarla (Ruoti et al., 2013; Saberi et al., 2012) valor similar a lo
encontrado en este trabajo ya que el 20% de los participantes pudieron
identificar a las especies de insectos transmisoras en México. El 60%
selecciono a la respuesta ;Qué es Alacranismo o IPPA? (Problema de
salud publica, ocasionado por la picadura de alacranes en un grupo de
personas, de determinada drea), siendo errénea puesto que la respuesta
correcta es (La intoxicacién por picadura de alacrdn), el concepto no ha
quedado claro en su enseflanza pues aun existe una clara confusidn.

Se identificaron brechas significativas con respecto a
manifestaciones clinicas y tratamiento. Entre los problemas notables se
incluy6 que la mitad de los médicos y estudiantes prescribirian el
medicamento adecuado (paracetamol) para el manejo de un paciente con
dengue, el 5% de médicos como estudiantes prescribieron aspirina, sin
tener en cuenta las actividades antitromboéticas del medicamento. Es
posible que estos médicos no hayan considerado las consecuencias de una
hemorragia masiva como resultado de la prescripcién de aspirina.
Ademds, el 10% de ellos recetaron antibiéticos a pesar de que el dengue
es una infeccién viral (Thaver et al., 2011). Su conocimiento en
manifestaciones clinicas era escaso solo la mitad de los médicos reconoce
la fiebre como manifestacién clinica del dengue, el 70% de médicos y
estudiantes esperarian como manifestaciones (hemorragia no traumatica
y trombocitopenia) para la hospitalizacidén de un paciente sospechoso de
padecer dengue cuando lo correcto es que se hospitalice desde los
primeros sintomas sin tener que llegar a pardmetros de shock (Bota et al.,
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2014; Lee ef al., 2011; Lugo-Caballero et al, 2017; Rafique et al., 2015;
Thaver et al., 2011; Tzong-Shiann et al., 2013).

Se sabe que la malaria causa dafio hepdtico en casos graves
(Secretarfa de Salud, 2014), sin embargo, solo el 30% de médicos y
estudiantes consideran a la hepatopatia como una complicacién de un
paciente con cuadro palidico. En cuanto al tratamiento recomendado
para pacientes con cuadro paltdico por P. falciparum (53%) respondieron
correctamente y por P vivax (68%), valores similares a los registrados
anteriormente (Thaver ef al, 2011). El 52% sigue el tratamiento
recomendado para pacientes en fase aguda de la enfermedad de Chagas,
siendo similar a lo obtenido en anteriores trabajos (Lugo-Caballero ef al.,
2017; Mufioz- Vilches et al., 2013). Solo el 35% de participantes eligieron
el tratamiento recomendado para pacientes con leishmaniasis cutdnea
localizada, valor mucho menor a lo registrado anteriormente (Routi et al.,
2013; Saberi ef al., 2012), esto podria deberse a que uno de los paises de
trabajos anteriores forma parte los 6 paises que albergan alrededor del
90% de pacientes con leishmaniasis cutanea (Saberi ef al., 2012). Un valor
alarmante encontrado es que tan solo el 9% de los participantes indicarian
el tratamiento recomendado para pacientes con intoxicacién por picadura
de alacran, pues aproximadamente 300,000 casos son reportados cada afio
en nuestro pais (Secretaria de Salud, 2014).

De acuerdo con lo mencionado anteriormente podemos decir que
los participantes no han tomado en cuenta la NORMA Oficial Mexicana
NOM-032-SSA2-2014, Para la vigilancia epidemiolégica, promocién,
prevencion y control de las enfermedades transmitidas por vectores y la
NORMA Oficial Mexicana NOM-033-SSA2-2011, Para la vigilancia,
prevencién y control de la intoxicacion por picadura de alacrdan. En donde
se especifica el tratamiento correcto para dengue, paludismo,
leishmaniasis, enfermedad de Chagas y alacranismo.

En trabajos anteriores al comparar el conocimiento, practica y
aptitudes de médicos con estudiantes de medicina para distintas
enfermedades encontraron diferencias significativas entre grupos, en
donde médicos mostraron tener mejor conocimiento y practica para las
distintas enfermedades (Allen et al., 1992; Vanderhoek et al, 2013;
Wonkam et al., 2006). Esto se atribuye a una mayor experiencia, cursos
de educacion médica y la lectura, por parte de médicos. En contraste con
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nuestros resultados son diferentes, en la mayoria de las enfermedades el
conocimiento y practica es la misma entre ambos grupos a excepcién de
las manifestaciones clinicas de leishmaniasis donde se presenta mejor
conocimiento en los estudiantes de medicina. Esto refleja una ensefianza
ineficiente en las escuelas de medicina y una nula capacitacién y
actualizacidn por parte de los médicos.

Las variables sociodemograficas predictoras de wun buen
conocimiento, practica y aptitudes anteriormente registradas en médicos
y estudiantes sobre distintas enfermedades transmitidas por vectores son:
sitio de estudio, regidn, experiencia, género, nivel de educacién, edad
(Alobuia ef al., 2015; Benthem et al., 2022; Fritzell et al., 2016; Michael ef
al., 2018; Routi ef al., 2013). Todos estos resultados en contraste con los
registrados en este estudio (la edad, escolaridad y si se titularon o no);
resultaron ser factores asociados a un conocimiento y practica adecuada
en médicos. En estudiantes los factores asociados a un buen conocimiento
es la edad y el nivel de estudios (cuatrimestre/semestre).

Aunque México cuenta con procedimientos oficiales para el manejo
y tratamiento de estas enfermedades, no recibe suficiente atencién. Esta
situacion es preocupante, los médicos juegan un papel determinante para
llegar a un diagndstico y establecer un tratamiento oportuno a estas
enfermedades altamente prevalentes. Los programas de capacitacién y
actualizacién a médicos son necesarios para mejorar la calidad de la
atencion medica brindada, reduciendo la morbilidad y mortalidad de las
enfermedades con un tratamiento efectivo. El pobre conocimiento
general y los puntajes de prdctica requieren un mayor enfoque en las ETV
en el plan de estudios médico, junto con docentes capacitados en ETV
pues no se puede esperar que los estudiantes adquieran buenos
conocimientos si estos no son transmitidos de manera adecuada.
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Capitulo 5

Toxoplasmosis. Una infeccion parasitaria grave en las

poblaciones humanas en edad reproductiva
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RESUMEN

La toxoplasmosis es una parasitosis que origina el pardsito
intracelular Toxoplasma gondii (Nicolle y Manceaux, 1908), la cual es
comanmente transmitida por gatos, aunque hay otras vias transmision
como la ingestién de carne de cerdo, verduras mal cocidas o lavadas,
trabajo de jardinerfa, etc. Si se adquiere esta infecciéon por primera vez
durante el embarazo puede causar aborto en el primer trimestre del
embarazo, sin embargo, si ocurre en el transcurso del embarazo provoca
malformaciones al feto como dafio ocular, al sistema nervioso central,
entre otras, por lo cual su diagndstico es de suma importancia, este se
lleva a cabo por inmunoensayos como los ELISA para comprobar la
presencia de anticuerpos IgM e IgG, asi como la avidez para saber si es
reciente o pasada la infeccidn. El estudio de la Toxoplasmosis ha sido una
preocupacién permanente en medios domésticos y silvestres debido al
vinulo que biolégos y veterinarios mantienen para con cachorros y
pequefias especies de animales. Muestra de ello son los estudios que se
realizaron en 100 mujeres gestantes en la ciudad de Puebla; de las cuales
44 dieron positivas a la presencia de anticuerpos anti-T.gondii, dando a
notar un desconocimiento de esta infeccidn por la sociedad asi como del
personal de salud.

111


mailto:jose.zumaquero@correo.buap.mx

Palabras clave: Toxoplasmosis congénita , IgG , Urea, Factores de
riesgo

INTRODUCCION

Las enfermedades zoondticas (del griego zoon: animal) son un
grupo de enfermedades infecciosas que se transmiten de los animales a
los humanos, de forma directa o indirecta ya sea por los animales o los
productos derivados de estos (por ejemplo, carne, leche, huevos) o su
entorno (Reyes et al, 2011). Los agentes infecciosos involucrados
incluyen bacterias, virus, pardsitos, hongos y rickettsias, entre otros. Estas
infecciones, segtin su ciclo, pueden ser clasificadas como sinantrépicas
cuando tienen un ciclo urbano o exoantrépicas, cuando el ciclo es
selvitico ( Dabanch, 2003).

La toxoplasmosis es una infeccidn parasitaria de tipo zoonosis de las
mas comunes en el mundo causada por el parasito intracelular obligado
Toxoplasma gondii (Protozoa Apicomplexa). Aislado por primera vez por
Charles Nicolle y Manceaux en 1908 a partir del higado y bazo de un
roedor africano llamado Ctenodactylus gundii (Martin y Garcia, 2003). La
infeccién por T. gondii causa una enfermedad benigna-asintomdtica con
consecuencias muy graves, segun el estado inmune del individuo que
afecte (Alava y Flores, 2011).

La infeccién activa ocurre s6lo una vez en la vida provocando
inmunidad de manera permanente. Las mujeres que desarrollan
inmunidad a la toxoplasmosis antes del embarazo no corren peligro de
transmitir la infeccion al producto, sin embargo, ocurre lo contrario si se
produce durante el embarazo (Jacome, 2007). Durante el primer trimestre
de gestacion se transmite en baja frecuencia al embridn, y puede ser causa
de y malformaciones congénitas cuando el embarazo sigue su curso o
aborto. Durante el segundo trimestre, la tasa de transmisiéon vertical
aumenta y los fetos infectados suelen nacer prematuramente o con
problemas graves, debido a que el pardsito puede invadir cualquier tipo
de célula nucleada. Los neonatos infectados  desarrollan
hepatoesplenomegalia, ictericia y eritrodermia. En el tercer trimestre del
embarazo, la tasa de transmisién es de 50 a 80% pero la mayoria de los
bebés nacen asintomdticos y a término. El gran problema de estos casos
es que posteriormente desarrollan secuelas neuroldgicas, oftalmoldgicas
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y auditivas en un tiempo que puede ser de tres meses a 20 afios (Flisser,
2015).

La infeccién en un individuo con un buen sistema inmune estimula
una respuesta innata seguida de una adaptativa humoral y celular, que
restringe el crecimiento parasitario, por lo que la infeccidén suele pasar
inadvertida y autolimitarse. En la fase aguda hay producciéon de
anticuerpos (Ac) de clase IgM e IgA (Martin y Garcia, 2003). Algunas
observaciones recientes indican que los anticuerpos IgM pueden durar
hasta dos afios, por lo que su presencia no siempre se liga a la fase aguda
de la infeccidn. La IgG aparece dos o tres semanas después de la IgM,
persiste en bajos niveles de por vida, pues la parasitosis se mantiene por
los quistes tisulares (Flisser, 2015).

Las caracteristicas del medio ambiente influyen en la prevalencia,
pues es mayor en regiones calientes y himedas, pero mas baja en climas
secos y frios. Los factores culturales tienen relacién especial con este
parasito, pues la costumbre de comer carne cruda o mal cocida y la de
tener gatos en las casas favorecen la infeccién (Herndndez y Garcia, 2003).

T. gondii infecta varios tejidos, incluyendo el masculo esquelético,
el intestino y el sistema nervioso. Su ciclo de vida incluye una fase
intestinal (sexual) en gatos y otros felinos, y una fase extraintestinal
(asexual) en felinos y no felinos. Esta fase extraintestinal se puede
presentar en el hombre y en otras especies de sangre caliente, en quienes
se manifiesta la enfermedad. Las personas se pueden infectar mediante la
ingestién de carne mal cocida que contenga quistes de T. gondii y por la
ingestién de ooquistes a partir de heces de gatos infectados (Giraldo,
2008) (Figura 1).

La importancia sanitaria de la toxoplasmosis se da sobre todo en
ciertos grupos de riesgo ya que la infeccién normalmente cursa de forma
asintomdtica. Desde hace algunos aflos, T. gondii se asocia a cambios en
el comportamiento y a algunas alteraciones psiquidtricas como la
esquizofrenia (Berdidn, 2015). Ocupando el primer lugar como causa de
linfadenopatia, planteando problemas de diagnéstico diferencial con
otros procesos; en segundo lugar, como germen oportunista en los
pacientes inmunocomprometidos (pacientes con SIDA, pacientes
trasplantados, etc.). Finalmente, es uno de los responsables de la infeccién
congénita grave en el recién nacido, siendo la interpretacidén correcta de
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los test seroldgicos en la mujer embarazada un asunto de gran
importancia pues, a menudo, son los danicos datos disponibles para
fundamentar el diagndstico (Ianiro y Moscardi, 1996).

T. gondii es un protozoo pardsito intracelular obligado, polixeno
facultativamente heteroxeno, perteneciente al filo Apicomplexa. Su ciclo
de vida comprende diferentes estadios (Instituto Nacional de Seguridad,
Salud y Bienestar en el Trabajo, 2016).

Los apicomplejos son parasitos intracelulares obligados, capaces de
moverse sobre un sustrato, de un modo muy peculiar, y que poseen
estructuras especiales que les permiten acceder a las células del
hospedador. Este mecanismo de invasion es un proceso activo, distinto de
la fagocitosis y capaz de evitar la destruccion lisosomal. Su nombre se
debe a que tiene una estructura llamada complejo apical que consiste en
anillos anteriores asociados a un conoide, micronemas y roptrias, que
sirve para la adhesién e invasidn de huésped (Brusca, 2005).

Ciclo de vida de Toxoplasma gondii
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Figura 1. Ciclo de vida de Toxoplasma gondii. Fuente:
https://curiosoando.com/como-es-el-ciclo-de-vida-de-toxoplasma-gondii.
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Su ciclo de vida comienza cuando el hospedador definitivo (felinos)
ingiere el ooquiste esporulado que puede estar presente en el agua, en la
vegetacion o en carne cruda, al ingerir roedores o pdjaros que tengan
quistes tisulares (Giraldo, 2008). En el intestino del felino el parasito
continda su ciclo, este se pueden encontrar tres formas del parasito: los
taquizoitos, los bradizoitos y gametos y nuevos ooquistes son liberados
con las heces (Figura 1). En el exterior los ooquistes esporulan al cabo de
1 a 5 dias (Instituto Nacional de Seguridad, Salud y Bienestar en el
Trabajo, 2016).

En el hospedero intermedio, que puede ser practicamente cualquier
mamifero o algunas aves, el pardsito se encuentra en dos estadios:
taquizoito y bradizoito. La primera es la forma de replicaciéon rapida; se
localiza en muchos tipos de células nucleadas, pues la invade en un
proceso que es independiente de la fagocitosis normal: el pardsito se fija
en la membrana celular e induce cambios en su superficie, penetra al
interior a través de una unién membranosa moévil, formando asi una
vacuola parasitéfora, cuya naturaleza peculiar evita la accién de los
lisosomas, lo que favorece su multiplicacién activa sin peligro de ser
destruido. Las vacuolas pueden contener hasta 32 parasitos antes de
romperse, liberandose asi los pardsitos que invaden nuevas células. Los
taquizoitos (también llamados trofozoitos) se convierten en bradizoitos,
formas mds grandes, de multiplicacién lenta, que progresivamente
predomina en quiste tisulares que se considera un estadio de reposo del
parasito. Los gametos solo ocurren en el intestino delgado del hospedador
definitivo y da lugar a los ooblastos y posteriormente a los ooquistes, que
se liberan con las heces, y contienen los esporozoitos, formas infectivas
de los parasitos (Flisser, 2015).

MECANISMO DE PROPAGACION Y TRANSMISION

Los mecanismos de propagacién y la transmisén es directa por via
oral: la infeccién se adquiere por la ingestion de carne cruda o poco
cocida que contenga quistes tisulares, o por la ingestién de ooquistes
defecados en las heces de gatos parasitados y madurados en el ambiente.
La contaminacién de aguas u hortalizas por ooquistes, o la manipulacién
de tierra o plantas que estén en contacto con excrementos de gato, pueden
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acarrear la contaminacién de los alimentos crudos o la transmisién por
via oral, a través de las manos. Una vez ingeridos, la pared externa de
quistes y ooquistes se rompe por digestion enzimdtica y las formas
infecciosas del pardsito son liberadas a la luz del intestino. A partir de
aqui invaden rdpidamente las células colindantes, donde se transforman
en taquizoitos, que son las formas invasivas, pasando a la fase parasitemia,
por diseminacién. Cuando se desarrolla la respuesta inmunitaria, los
taquizoitos libres disminuyen y se enlentece su multiplicacién
intracelular pasando, en el transcurso de unas semanas, de la fase
proliferativa o aguda a la fase crdnica, en la que algunos parasitos
continuaran multiplicindose lentamente (bradizoitos) formando los
quistes tisulares. T. gondii puede infectar prdcticamente todos los tejidos
del organismo, con posibilidad de diseminacién generalizada (Sierra et.
al, 2018).

El consumo de carne cruda o mal cocida es una ruta de transmision
de toxoplasma, en ciudades desarrolladas se estima que provocan el 50%
de infecciones y por carne de cerdo se considera un 41% en USA (Gisbert
Algaba et al., 2018).

La carne de cerdo es una de las mas consumidas, sin embargo se sabe
que el 30% de los casos de toxoplasmosis son debido a esta carne (Gisbert
Algaba et al., 2018).

Transmisién transplacentaria: se produce durante la fase
parasitémica de la infecciéon por toxoplasma. Tras la infeccion de la
placenta, puede producirse la infeccion del feto. Diversos factores como
el indculo parasitario, la virulencia de la cepa y el estadio evolutivo de la
placenta van a condicionar la posibilidad de una infeccién fetal, el tiempo
que media entre ambos procesos y su gravedad (Sierra et al., 2018).

T. gondii se encuentra en todos los continentes excepto en la
Antartida y algunas islas en el Pacifico y a lo largo de la costa de Centro
América. Los seres humanos, generalmente, se infectan por consumo de
carne con quistes (bradizoitos) viables (las temperaturas superiores a
60°C o inferiores a 20°C pueden destruirlos) u ooquistes esporulados que
contaminan el medio. La serologia demuestra una amplia variacién en la
prevalencia de infeccién en los distintos lugares del mundo y esta
relacionado con los factores que predisponen a la infecciéon como la
altitud, el clima, las costumbres culinarias o el nivel socioecondmico. Los
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climas calidos y secos tienen menor incidencia de toxoplasmosis que los
templados y hamedos y las tasas decrecen con el aumento de altitud.
Aproximadamente el 25-30% de la poblacién mundial estd infectada por
T. gondii. La prevalencia varia ampliamente entre los distintos paises (10-
80%) e incluso dentro del mismo pais o entre comunidades de la misma
regién (Berdidn, 2015).

T. gondii es un pardsito muy bien adaptado a sus maltiples
hospederos pues raramente provoca problemas clinicos en seres humanos
o animales inmunocompetentes. Esto se debe a que inmediatamente
después de la infeccidén por via oral se desencadena una respuesta innata
mediada principalmente por macréfagos y células Natural Killer (NK),
que producen IL 12 (interleucina-12) e inician la destruccién de los
taquizoitos y células infectadas. Estas células presentan los antigenos a los
linfocitos TCD4+ y se inicia una respuesta inmunitaria predominante de
tipo Th1 (T helper 1), en lo que se desencadena la produccién de mas IL-
12 e interferén gamma (IFN-y), los que aumentan la capacidad
destructiva de macréfagos y NK, y estimulan a TCD8+ (citotéxicos); en
conjunto con la produccién de anticuerpos de clase opsonizantes, como
la IgG2a en ratones (equivalente IgG1 en humanos), esta combinacién de
células y anticuerpos destruyen el pardsito de replicacién rapida. Algunos
de los trofozoitos se diferencian a bradizoitos y permanecen enquistados
en tejidos evadiendo la respuesta del hospedero de por vida.
Concomitante, la respuesta es modulada por la aparicién de citocinas de
la via Th2 que restringen la inflamacién ocasionada por Thl. (Berdién,
2015).

La patogenia de la toxoplasmosis sintomatica principalmente se
debe a la incapacidad de controlar la replicacion de los taquizoitos con la
consecuente destruccidon de células y tejidos en pocos dias (Garcia, 2014).
En humanos el periodo de incubacién de la infeccion es de 10 a 23 dias
después de la ingestion de carne contaminada, y de 5 a 20 dias después de
la exposicion a gatos infectados (Centers for Disease Control and
Prevention, CDC, 2005). En aquellos individuos inmunocompetentes que
no llevan un embarazo, la infeccidén con T. gondii por lo general es
asintomdtica. Aproximadamente entre un 10 y un 20% de los pacientes
desarrollan linfadenitis o un sindrome de gripe leve caracterizado por
fiebre, malestar general, mialgia, dolor de cabeza, dolor de garganta,
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linfadenopatia y exantema. En algunos casos, la enfermedad puede imitar
la mononucleosis infecciosa. Los sintomas a menudo se resuelven sin
tratamiento entre algunas semanas o meses, aunque algunos casos pueden
llevar hasta un afio. Los sintomas graves, incluidos miositis, miocarditis,
neumonitis y signos neuroldgicos, tales como paralisis facial, alteraciones
graves de los reflejos, hemiplejia y coma, son posibles pero poco
frecuentes. En adolescentes y adultos jovenes, se puede observar la
toxoplasmosis ocular con uveftis, por lo general unilateral; este sindrome
es a menudo el resultado de una infeccién congénita asintomatica o el
resultado retrasado de una infeccién posnatal (Centers for Disease
Control and Prevention (CDC), 2005). En individuos inmunodeprimidos,
la toxoplasmosis es una infeccién oportunista con consecuencias fatales
como neumonitis, miocarditis y encefalitis. (Instituto Nacional de
Seguridad, Salud y Bienestar en el Trabajo, 2016).

La toxoplasmosis es una zoonosis cuya frecuencia a nivel mundial,
varfa segtin las condiciones ambientales, habitos culturales y especies
animales con las que se convive. La Organizacion de las Naciones Unidas
para la Agricultura, FAO, y la Organizacién Mundial de la Salud, OMS,
consideran a la toxoplasmosis como el cuarto riesgo mas importante en
parasitemias transmitidas por alimentos (Martinez y Palomeque, 2015).

La frecuencia de toxoplasmosis congénita va a variar de acuerdo
algunos factores, de ellos la region geograéfica, juega un papel importante,
encontrandose que las tasas de prevalencia mads elevadas se han registrado
a nivel de Europa, América Central, Sudamérica y Africa Central. La
prevalencia en base a pruebas seroldgicas en lactantes, varia desde 1 por
1.000 nacidos vivos en América Latina a 1 por cada 10.000 nacidos vivos
en Estados Unidos (Martinez y Palomeque, 2015).

En México, la prevalencia es de alrededor de 40%, pero hay regiones
en la costa del Golfo de México y la peninsula de Yucatan con prevalencia
mayor a 70%. Mds o menos dos de cada mil recién nacidos en la Ciudad
de México presentan toxoplasmosis congénita; si esto es similar en otras
partes del pafs, nacen alrededor de 4000 nifios infectados al afio, la
mayoria subclinicos y con probabilidad de desarrollar secuelas (Correa,
2017).

La toxoplasmosis afecta la retina y los coroides, causando
retinocoroiditis que es la manifestacién mas comun de la toxoplasmosis
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ocular (Kaye, 2011). La retinocoroiditis es una uveftis posterior que se
traduce en la inflamacién de la dvea o capa media del globo ocular,
encargada, entre otras funciones, de suministrar sangre a la retina o
membrana interior del ojo; provoca una lesién en el pigmentario macular
con una necrosis en la retina (Kaye, 2011).

Toxoplasmosis del sistema nervioso central

Se presenta en infantes con toxoplasmosis congénita lo cuales
presentan convulsiones, lagrimeo anormal en los ojos, nistagmo
(movimiento involuntario de los ojos), estrabismo, retraso mental
pérdida auditiva neurosensorial (Kaye, 2011).

Algunas medidas preventivas son: 1) control higiénico sanitario de
los animales y de las materias primas: carnes, vegetales y agua, 2)
instalaciones de trabajo adecuadas con superficies lisas de facil limpieza
y desinfeccién, 3) disponibilidad de agua corriente, lavabos, jabén y
material para el secado, 4) vestuarios y lugares adecuados para guardar el
equipo de proteccién y la ropa contaminada, 5) implementar programas
de control de vectores: desratizacion, desinsectacion, 6) manipulacién y
eliminacion adecuada de residuos (excrementos de los gatos), 7) correctas
medidas de higiene en el puesto de trabajo: lavado frecuente de manos,
después del contacto con animales o materiales contaminados , después
de quitarse los guantes, antes de las comidas y al final de la jornada y 8)
utilizacién de ropa de trabajo y equipos de proteccién individual
(Instituto Nacional de Seguridad, Salud y Bienestar en el Trabajo, 2016).

El diagndstico sirve para evaluar una condicién, analizando diversos
datos, por lo que un diagndstico seroldgico es la deteccidn de antigenos o
anticuerpos especificos de un individuo para conocer si existe una
infeccién causada por cualquier microorganismo, ademds permite saber
si es aguda o crénica. El criterio basico de diagndstico sugiere la deteccidn
de Ac IgM e IgG en la embarazada en el primer trimestre o en pacientes
inmunocomprometidos, y hacer seguimiento con los Ac IgG para ver
probables variaciones de titulo y la seroconversién, o directamente para
detectar inmunidad ya adquirida (Besteiro, 2008).

Los métodos seroldgicos utilizados son variados, pudiendo
mencionarse la reaccion de Sabin Feldman, test de fijacion de
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complemento, hemaglutinacién indirecta, inmunofluorescencia
indirecta, ELISA y quimioluminiscencia (Besteiro, 2008). La presencia de
anticuerpos anti nucleares y factores reumatoideos que dan lugar a
reacciones falsas positivas, obligaron a usar artificios de absorcién para
poder tener resultados aceptables (Besteiro, 2008).

Los ensayos inmunoldgicos son procedimientos en los cuales se
utilizan anticuerpos como reactivos enlazantes “especificos”. Teniendo
aplicacién universal para la determinacién o cuantificacion de farmacos
terapéuticos y no terapéuticos, diversas sustancias bioldgicas, sustancias
infecciosas o anticuerpos de respuesta del huésped en el suero, enla orina,
en el liquido cefalorraquideo en saliva y en cualquier liquido bioldgico
donde se encuentre la sustancia a investigar (Guzmadn, 2004).

Se han desarrollado varios métodos serologicos para la deteccidn de
parasitos, siendo el ensayo inmunoenzimatico (ELISA) el mas sensible y
mas utilizado. Este es un método diagndstico sencillo y rdpido que
posibilita la realizacidn de estudios epidemioldgicos permitiendo obtener
resultados cuantitativos y estableciendo distintos valores de positividad
para diferentes grupos poblacionales (Quintana, 2000).

El aislamiento, la identificacién y la purificacién de antigenos
especificos han permitido desarrollar varios sistemas de ELISA, que
tienen una sensibilidad y especificidad clinica superior al 90% y su valor
ya ha sido comprobado en investigaciones seroepidemioldgicas
(Quintana, 2000).

La aplicacion de la prueba ELISA para la determinacién de
anticuerpo de T. gondii en suero de mujeres es de importancia, ya que la
toxoplasmosis es una zoonosis de amplia distribucién mundial, cuya
frecuencia de presentacidén varfa mucho segin las zonas geogréficas, el
nivel socioecondmico y los habitos alimenticios de la poblacién. Ademas,
es una de las enfermedades que reporta altos indices de morbimortalidad,
lo cual ha motivado a muchos investigadores a realizar estudios
inmunoldgicos encaminados hacia el diagndstico temprano de este
evento (Cortez y Mancera, 2009).

Se reconoce como avidez a la fuerza de afinidad que existe entre la
IgG especifica y el epitopo de la proteina de T. gondii. A pesar de la
existencia de marcadores de infeccién aguda como IgM o IgA, la
persistencia de ellos hasta por dos afios, luego de ocurrida la infeccidn,
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hace que la interpretacion y evaluacién de riesgo de transmision durante
el embarazo sea incierta. Una alternativa es medir la avidez funcional del
antigeno y del anticuerpo, lo que permite estimar el tiempo de
adquisicion de la infeccién, permitiendo diferencias una infecciéon aguda
o primaria de una crénica (Torres y Gémez, 2008).

El procedimiento técnico es muy sencillo; consiste en un
enzimoinmunoandlisis donde el suero del paciente se diluye y se procesa
por duplicado en paralelo, una de las muestras es tratada en uno de los
pasos con diluyente sélo (N° 1) y la otra con un reactivo disociante (N°
2) (urea en solucion buffer), el cual cumplird la funcién de “despegar” el
Ac IgG del antigeno presente en el pocillo del ELISA. Si hay Ac IgG de
toxoplasmosis reciente, su propiedad de baja avidez (Besteiro, 2008).

La toxoplasmosis congénita sigue siendo un problema de salud
publica, debido a que no se le presta suficiente atencién (Alvarado et al.,
2017). La expresion clinica orienta al diagndstico de Toxoplasma
congénita, sin embargo, muchos neonatos son asintomadticos, los cuales
pueden desarrollar complicaciones durante su vida, principalmente
pérdida de la visién (hasta 95%). Otras complicaciones pueden aparecer,
como hidrocefalia, coriorretinitis, retardo mental, pérdida auditiva entre
otras. Por todo ello, es un problema de salud publica complejo, no
resuelto, y que se ha complicado atin mds con la llegada del virus Zika a
Latinoamérica. Este, desvido la atencién durante 2015-2016; siendo
causante de infeccidén congénita y compromiso neuroldgico grave similar
a toxoplasmosis. El impacto ha sido mayor en Brasil y Colombia, paises
con una carga importante de toxoplasmosis. En Colombia, se estima una
letalidad cercana al 20%. Infortunadamente durante la epidemia de Zika,
donde se investigd y asocid a este con microcefalia y otras alteraciones
neuroldgicas, no fue explorado el estado seroldgico para T. gondii en
muchos casos, condicién que clinicamente es similar a Zika (microcefalia
y calcificaciones cerebrales). Por ello, deben existir medidas para prevenir
esta infeccion perinatal. El riesgo debe evaluarse con serologias en
embarazadas con adecuada interpretacidn de estas (Alvarado et. al, 2017).

Es importante determinar IgG e IgM de forma simultinea y analizar
cuidadosamente, para poder determinar si la condicién es aguda o
pasada. En ocasiones, es necesario realizar pruebas de avidez para
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toxoplasma, para orientar sila infeccion si es aguda o previa al embarazo.
En recién nacidos idealmente el diagndstico inmunoldgico vy
especialmente molecular, disponible hoy en dfa en muchos centros de
referencia, ayuda a confirmar o descartar la infeccién. Es importante
realizar la determinacién de IgG e IgM en los nifios asintomaticos, a fin
de descartar la infeccién o iniciar tratamiento (Alvarado et. al, 2017).

Diferentes estudios han mostrado la asociacién de T. gondii con
trastornos neurolégicos y enfermedades mentales. Se han encontrado
quistes de T. gondii en todo el cerebro, por ejemplo, en el hipocampo,
amigdala, cerebelo, corteza cerebral, ganglio basal, tallo cerebral y bulbo
olfatorio, ademds de una variedad de células cerebrales como la microglia,
neuronas y principalmente astrocitos (Fabiani et al., 2015).

La esquizofrenia es un desorden neuropsiquidtrico, crénico que
afecta aproximadamente al 1% de la poblacién del mundo, dafiando las
relaciones afectivas y cognoscitivas, afectando a adolescentes y jévenes
adultos. Se ha estudiado su relaciéon con agentes patégenos, por ejemplo,
la infeccién por el virus de la rubéola o coxsackievirus durante la
gestacion o neonatos incrementa el riesgo de padecer esquizofrenia.
Recientemente se ha asociado a T. gondii con sintomas neuropsiquidtricos
ya que este causa dafios al sistema nervioso central (Awatef, 2016).
Debido a la alta afinidad de T. gondii con el tejido nervioso
(predominantemente las células de la glia - astrocitos) y la asociacién
establecida con trastornos cerebrales innatos, se le presté mayor atencién
a una posible correlacién (Fuglewicz et al., 2017.). Por lo cual se realizé
un estudio en 2016 que demostré que en pacientes con esquizofrenia la
tasa de prevalencia de IgG fue de un 74.8% (Awatef, 2016).

Los datos disponibles sugieren que T.gondii puede provocar o
empeorar los sintomas de enfermedades neurodegenerativas y trastornos
psiquidtricos mediante la modulacién de la secreciéon o los efectos de
algunos neurotransmisores, predominantemente dopamina. Ya que el
genoma del parasito incluye 2 genes de hidroxilasa de dcido aromatico,
que pueden influye en la biosintesis de dopamina y / o serotonina
(Fuglewicz et al., 2017).

En seis estudios con un total de 2888 sujetos, de los cuales 1280
tenfan epilepsia 477 dieron positivos para toxoplasma. La epilepsia es un
desorden crénico neurolégico que afecta a 70 millones de personas en el
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mundo, lo que representa un gran porcentaje de la poblacién, de mismo
modo T. gondii afecta a un tercio de la poblacién (Ngoungou et al.,, 2015).

El cerebro es uno de los principales objetivos para la formacién de
quistes de T.gondii y una variedad de células cerebrales, principalmente
neuronas, pero también pueden infectarse microglia y astrocitos. Se han
reportado quistes en el hipocampo y la amigdala lo que lo relaciona con
la epilepsia. También provoca cambios en los niveles y las rutas de los
neurotransmisores como en GABA, glutamato y serotonina, porque lo
que la toxoplasmosis se puede considerar un factor de riesgo para la
epilepsia (Ngoungou et al., 2015).

MATERIALES Y METODOS
Tipo de estudio

El estudio es de tipo transversal y analitico debido a que solo
determina la prevalencia, asociando la presencia de anticuerpos anti-
toxoplasma con factores de riesgo.

Area de estudio y poblacién

Se realizd un muestreo a 100 mujeres gestantes del municipio de
Puebla con la finalidad de detectar la presencia de anticuerpos anti-
toxoplasma, en el Centro de Salud Urbano No.1 de Analco en el drea de
Jefatura de Enfermeria, en el Centro de Salud Zaragoza Insurgentes y en
el CERESO de San Miguel.

Criterio de inclusién

« Mujeres gestantes primigestas o multiparas, en cualquier trimestre
de gestacion y que hayan acudido en ayunas.

« Todos los sujetos deben ser mayores de 18 afos

« Todos los sujetos deben llevar viviendo en Puebla al menos 2 afios

« Todos los sujetos deben completar, firmar y fechar la forma del
consentimiento informado aprobado, previo al enrolamiento del estudio.

METODOS Y TECNICAS

Entrevista:
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Mediante una entrevista se les inform¢ a las gestantes los objetivos
y la utilidad de la presente investigaciéon para que asi accedieran a
participar en esta, procediendo a la firma del consentimiento informado
que se realizo siguiendo los lineamientos éticos del Reglamento de la Ley
General de la Salud en Materia de Investigacion para la Salud.

Se aplicéd una encuesta para obtener informaciéon acerca de los
factores de riesgo que inciden directamente en la apariciéon de la
toxoplasmosis, asi como también, conocer algunas variables
sociodemograficas que en un momento dado pueden contribuir
indirectamente en la aparicidn de esta parasitosis.

Obtenciéon de muestra (suero):

La muestra se obtuvo de sangre venosa del antebrazo con un
vacutainer, vertida en un Tubo BD Vacutainer® SSTTM para Suero con
Gel Separador, estas muestras se conservaron a 4°C, para su posterior
transportacién a la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Benemérita
Universidad Auténoma de Puebla.

Una vez coaguladas las muestras se centrifugaron a 2500 rpm por 10
minutos, para separar el plasma del suero. El suero (fraccién superior de
aspecto claro, color amarillento) se colecté con la ayuda de una pipeta
Pasteur o micropipeta, se envasaron en tubos eppendorf de 1.5 ml y se
guardaron a -20°C.

Elisa para determinacion de IgG:

Se realiza una disolucién de 20 pL de los sueros muestreados y de
los controles con 200 pL de solucién diluyente de muestra (A).
Posteriormente se realiza una distribuciéon de 200 uL solucién diluyente
en los pocillos de la placa y una trasferencia de 20 pL de la solucién A en
los pocillos de la placa, se cubren la placa y se incuba por 60£2 minutos
a37+1°C.

Transcurrido el tiempo se realizaron 4 lavados con PBS Tween 20 a
los pocillos, después se colocan 100 uL de solucién de conjugado de
anticuerpos de conejo anti IgG humana especificos conjugados a
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peroxidasa (SIGMA, dilucién del conjugado 1 en 1000) en todos los
pocillos y se incubd por 60£2 minutos a 37+1 °C.

Se realizan otra vez los cuatro lavados, para colocar 100 uL de
sustrato (cromdgeno, orto pheniledene diamine, OPD) y se incubaron por
15+2 min a temperatura ambiente se afiaden 100 pL de solucién STOP,
(4cido sulftrico 2 Normal) para realizar la medicién a 490 nm.

e Solucién diluyente de muestras: Buffer Tris-CIH 0.15 N, (pH 7.2-
7.4) con Tween 20, 0.5 mL por L.

e Solucién diluyente de conjugado: Buffer Tris-CIH 0.15N (pH 7.2-
7.4) con Tween 20, y 0.02% de albumina de suero bovino
(SIGMA).

e Solucidén de lavados: PBS Tween 20. 8g de CINa, 0.2g de fosfato
monobdsico de potasio, 1. 28 de fosfato dibdsico de sodio, 0.2 g
de cloruro de potasio disuelto en 1 L de agua (pH 7.2-7.4) mas
0.5 ml de Tween 20 por L.

Elisa para determinacion de IgM:

Se realiza una disolucién de 20 pL de los sueros muestreados y de
los controles con 100 uL de solucién diluyente de muestra y 100 pL de
Absorbente RF, (A), esta se deja incubar 15+1 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente se realiza una distribucién de 200 pL solucién
diluyente en los pocillos de la placa y una trasferencia de 20 uL de la
solucién A en los pocillos de la placa, se cubre la placa y se incuba por
60+2 minutos a 371 °C.

Transcurrido el tiempo se realizaron cuatro lavados con PBS Tween
20 a los pocillos, después se colocan 100 uL de solucién de conjugado de
anticuerpos de conejo anti IgM humana especificos conjugados a
peroxidasa (SIGMA, dilucién del conjugado 1 en 1000) en todos los
pocillos y se incubd por 60£2 minutos a 37+1 °C.

Se realizan otra vez los cuatro lavados, para colocar 100 uL de
sustrato (cromdgeno, orto pheniledene diamine, OPD) y se incubaron por
15+2 min a temperatura ambiente, se afladen 100 uL de solucién STOP,
(4cido sulftrico 2 Normal) para realizar la medicién a 490 nm.

e Solucién diluyente de muestras: Buffer Tris-HCI 0.15 N, (pH 7.2-
7.4) con Tween 20, 0.5 mL por L.
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e Solucién diluyente Absorbente RF (liofilizado): anticuerpos
ovinos contra el fragmento Fc de las IgG humanas en disolucién
salina con tapén fosfato.

e Solucién diluyente de conjugado: Buffer Tris-HC10.15N (pH 7.2-
7.4) con Tween 20, y 0.02% de albumina de suero
bovino(SIGMA)

e Solucidén de lavados: PBS Tween 20. 8 g de CINa, 0.2g de fosfato
monobdasico de potasio, 1. 28 de fosfato dibdsico de sodio, 0.2 g
de cloruro de potasio disuelto en 1 L de agua (pH 7.2-7.4) mas
0.5 ml de Tween 20 por L.

Prueba de avidez: Solo se realiza a las muestras que dieron positivo
para IgG de manera pareada, se sigue la misma metodologia que en la
prueba Elisa de IgG con excepcién de los lavados, ya que los lavados
después de la colocacion de las muestras se realizan para unas muestras,
3 lavados con Urea 6M en PBS-Tween y para su par, con solucién de PBS
Tween con intervalos de 5 min.

Calculo del valor de avidez: Absorbacia de urea

% de avidez = Absorbancia de Pbs

Este indice se multiplica por 100 y se tiene: valores mayores a 30 %:
alta avidez, valores entre 20 y 30 %: mediana avidez, valores menores a 20
%: baja avidez (toxoplasmosis aguda) (Besteiro, 2008).

Las muestras fueron leidas en un Lector de ELISA a 490 nm, para
obtener la Absorbancia, en cada placa se contaba con un blanco, una
muestra negativa y una positiva que contenfa el kit para asi poder
estandarizar los datos.

RESULTADOS

El cuadro 1 muestra los valores de Absorbancia de los controles
negativos, los cuales sirvieron para comparar y determinar los casos
positivos, ya que estos deben dar un valor mayor al control negativo.
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Cuadro 1. Valores de Absorbancia de controles negativos.

Determinacion Absorbancia obtenida en control
negativo
IgG 0.248
IgM 0.260

Prevalencia de la infecciéon

De las 100 mujeres gestantes 12 mujeres dieron positivo para

anticuerpos de clase IgG y 44 para anticuerpos de clase IgM contra

antigenos de T. gondii. Por lo que la prevalencia es de 40% (Figura 2).

Las pruebas de avidez que se realizaron a los 12 positivos de IgG,

dieron valores mayores al 30%, esto quiere decir que muestran avidez alta

por lo que es una infeccién mayor a 4 meses.

De los 44 casos que dieron positivos para IgM solo 32 representan

una infeccidn reciente.

Prevalencia de toxoplasmosis

Negativos
60%

Figura 2. Prevalencia de toxoplasmosis en mujeres gestantes.
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Resultados encuesta

Tras analizar los resultados de la encuesta, se obtuvo que hay un
desconocimiento de un 65% de las 100 mujeres gestantes sobre la
toxoplasmosis y sus causas.

En las graficas siguientes, originadas de la encuesta, se muestra una
comparativa entre mujeres embarazadas que dieron positivo y negativo a
la presencia de T.gondii, asociadas a presencia de mascotas como factores
de riesgo (Figuras 3 y 4).

gestantes

Figura 3. Gestantes que dieron positivo a T.gondii y cuentan con alguna
mascota (gatos, perros, aves) en su hogar.
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Masocotas, casos negativos
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Figura 4. Gestantes que dieron negativo a T.gondii y cuentan con alguna
mascota (gatos, perros, aves) en su hogar.

El ciclo bioldgico de este apicomplejo justifica ampliamente la
interrogante del porque la primo infeccién es tipica en mujeres en edad
reproductiva que tienen mascotas. En la actualidad se puede observar con
mayor frecuencia la tenencia de muchas especies de reptiles, aves y
mamiferos e incluso anfibios como mascotas, siendo los juveniles de
estas, considerados de alto riesgo para contraer Toxoplasmosis. Es comtn
encontrar mujeres en edad reproductiva durmiendo y manipulando de
manera promiscua a: Gatitos, cachorros, pollitos etc que pueden ser
portadores de la infeccidn. La figura 3 nos muestra coincidencia exacta
con otros estudios practicados en mujeres en edad reproductiva y con
preferencia de manipular mascotas en sus cortas edades, generalmente
propensas a padecer indices elevados de parasitismo.

Los estudios muestran una prevalencia alta de anticuerpos anti-T.
gondii en mujeres embarazadas en la ciudad de Puebla, comparada con
resultados obtenidos en otros estudios de diferentes lugares.

En Latinoamérica se encuentran prevalencias para IgG del 37.5% en
Guayanas utilizando IFI, en la ciudad de la Habana, Cuba se encontré una

129



prevalencia de 60.3%, en Chile el 40 a 75% de la poblacién es seropositiva,
en Brasil se encontré una prevalencia de 56% y, en Bolivia de 30 a 70%; lo
que nos indica que la toxoplasmosis es una infeccién con una elevada
prevalencia en nuestro continente, en el cual las mujeres que no estén
protegidas estan en un riesgo grande de adquirir la infeccién, lo cual va
de la mano con las costumbres higiénicas , alimenticias, con el
saneamiento ambiental y con la convivencia con reservorios y huéspedes
definitivos (Jacome, 2007).

En los estudios practicados en Puebla existe un porcentaje menor,
pues desde el punto de vista climatolégico, los paises costeros son los que
muestran las mayores incidencias. En el estudio Nacional de salud de
1983, se encontré un 47% en la poblacién general en Colombia. Asi, la
mas alta fue encontrada en la region de la Costa Atlantica con un 63%,
mientras que en la regién Central fue de 36% (Jacome, 2007). Valores que
se corresponden con el hallazgo en la ciudad de Puebla Nunca antes
notificado; con un valor predictivo importante y que permitira trazar
estrategias de prevencion de esta infeccidén parasitaria en la poblacién
joven y en edad reproductiva del estado.

En nuestro estudio se hizo evidente un desconocimiento de la
infeccidén por parte de la poblacién que asiste a los centros de salud, asi
mismo se puede observar una falta de atencién hacia esta zoonosis por
parte del sector salud, gratuito y pablico.

La transmisién de toxoplasmosis durante el embarazo es de un 40
%, y el 90% de las madres presentan de forma asintomdtica la infeccion.
En casos sintomaticos las madres pueden experimentar sintomas
parecidos alos de la gripe como fiebre, malestar y linfadenopatia cervical.
También las madres que lo hayan contraido antes el embarazo no le
transmiten el parasito al feto (Kaye, 2011).

Sin embargo, hacer el diagnéstico seroldgico permitiria prevenir la
toxoplasmosis congénita, debido a que un alto porcentaje de las mujeres
cuya primoinfeccién ocurre durante el embarazo y no son diagnosticadas,
ni medicadas, transmitiran la infeccién al feto, quienes pueden
desarrollar lesiones oculares y del sistema nervioso central (Redtegui y
Vela, 2011).

Generalmente la infeccién pasa inadvertida en individuos
inmunocompetentes, en los que permanece de manera crénica y no tiene
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manifestaciones graves. Sin embargo, su diagndstico es de particular
importancia en individuos inmunosuprimidos, en los que se puede dar
una reactivacion de la enfermedad; y en mujeres que contraen la infeccién
durante el embarazo porque la pueden transmitir al feto. E1 desarrollo de
un sistema de ensayos de ELISA para la deteccién de anticuerpos IgG e
IgM anti-T.gondii y el calculo del indice de avidez, ayudan a determinar
si la infeccién ocurrid recientemente (Simoén, 2014). Es posible detectar
en zonas rurales del estado donde existen prdcticas culturales de
promiscuidad con gatos y otros mamiferos y donde el consumo de carne
es habitual.

A pesar de la existencia de marcadores de infeccién aguda como IgM
o IgA, la persistencia de ellos hasta por dos afios, hace que la
interpretacion y evaluacion del riesgo de transmisién durante el
embarazo sea incierta. Una alternativa es medir la avidez funcional del
antigeno y el anticuerpo, lo que permite estimar el tiempo de adquisicién
de lainfeccidn. Estudios anteriores en otras partes del mundo demuestran
que la técnica de avidez de IgG antitoxoplasmica permite diferenciar una
infeccién aguda o primaria de una crénica. La prueba de avidez ELISA
para IgG anti- T.gondii puede ser una valiosa ayuda para distinguir mejor
entre infeccién por T.gondii reciente (menos de 4 meses) y una crénica.
La confirmacién de un diagndstico de infeccidn reciente es crucial para
la clinica en la toma de decisidn terapéutica precoz, especialmente en
embarazadas como primoinfecciéon o infecciones congénitas
asintomaticas (Torres y Gémez. 2008).

La seroprevalencia de la toxoplasmosis global estd continuamente
evolucionando, sujeta a pardmetros socioecondémicos regionales y al
comportamiento de la poblacién. El conocimiento de estas tendencias de
la seroprevalencia, particularmente en el caso de mujeres en edad fértil,
permite dar fuerza a las politicas de salud puablicas apropiadas,
particularmente en las gestantes seronegativas en dreas de alta
seroprevalencia (Redtegui y Vela, 2011).

El tamizaje maternal de toxoplasmosis permite la implementacién
de medidas profildcticas y terapéuticas, reduciendo la tasa de transmisién
y los problemas causados al feto (Simén, 2014). Los primeros en
establecer estos programas fueron Francia y Austria en 1975 y de allf se
fue adoptando en otras partes del mundo. Segun la normativa del
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Ministerio de Salud Publica se debe determinar la presencia de IgG anti-
T. gondii en suero a todas las mujeres embarazadas en la primera consulta.
En caso de ser negativa se repite la prueba en el segundo y tercer trimestre
del embarazo (Simodn-Soria, 2014).

As{ mismo los factores de riesgo muestran una generalidad tanto en
los casos positivos como negativos por lo que se podria hacer una
conjetura para determinar su efecto en la adquisicion de la infeccidén por
T. gondii.

La toxoplasmosis se puede considerar una enfermedad transmitida
por los alimentos, con la excepcién de la infeccidén congénita. Se debe
conocer el ciclo biolégico del pardsito para estudiar los factores de
exposicidon a T. gondii, es decir, con respecto a los posibles medios de
ingestién de ooquistes presentes en el medio ambiente o de quistes
tisulares en dreas contaminadas (Boaventura, 2018).

La infeccién se adquiere principalmente por la ingestién de comida
y de agua contaminadas por los oocystos eliminados por los gatos o la
ingestién de carne cruda que contenga los quistes. Este pardsito
protozoario tiene 3 formas de vida: una considerada la forma de
resistencia interior o quiste; la otra llamada forma de resistencia en el
medio exterior u ooquiste; y los taquizoito o trofozoitos que estin
relacionados con la forma proliferativa, en la fase aguda de la enfermedad.
La forma infectante es el ooquiste presente en la materia fecal de gatos y
otros félidos (Sinchez et al., 2012).

Sin embargo, estudios recientes demostraron que la prevalencia de
T. gondii en animales productores de carne disminuyé considerablemente
en los dltimos 20 afios en dreas con manejo intensivo de granjas. Por
ejemplo, en varios paises de la Unién Europea, las prevalencias de T.
gondii en cerdos de engorda son ahora del 1%. Teniendo en cuenta estos
datos, es poco probable que el cerdo siga siendo una fuente importante
de infeccién para los seres humanos en estos paises. Sin embargo, es
probable que las principales rutas de transmision sean diferentes en las
poblaciones humanas con diferencias en la cultura y los habitos
alimenticios. En América, los brotes recientes de toxoplasmosis aguda en
humanos se han asociado con la contaminacién del medio ambiente por
oocistos (Tenter et al., 2000).
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Por eso el conocimiento sobre el perfil sociodemogrifico de la
poblacién de mujeres en edad fértil es muy importante para la
formulacién de acciones de atencién primaria y secundaria para tratar la
toxoplasmosis. Los principales factores de riesgo para esta infeccién
descritos en la literatura incluyen: edad, nivel educativo y hébitos
alimenticios (Boaventura, 2018).
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RESUMEN

La citogenética, es la rama de la biologfa que se encarga del estudio
de la estructura cariotipica, eventos citolégicos y andlisis cariotipico, que
examina el namero y morfologia necesaria para observar las variaciones
cromosémicas entre especies, asi como su posible relacién con la
especiacion. Un proceso crucial en este andlisis es la mitosis,
especialmente la metafase, ya que es la fase en la que los cromosomas se
caracterizan por mantener su morfologia basica, por otro lado, el
cariotipo es el conjunto de cromosomas ordenados que definen a cada
especie, el cual se obtiene de células en divisién rotas por medios
mecanicos, por ello es importante obtener un cariotipo en metafase, ya
que éste va a permitir observar con mayor detalle la genética de las
especies. En lo que refiere a mamiferos, en poblaciones silvestres se ha
demostrado que los individuos son, en cierta forma heterocigotos. En
algunos casos, los genes, aun siendo parecidos, pueden estar ordenados
de manera distinta debido a las alteraciones en los segmentos
cromosémicos, ademads, estos cambios también han desempeflado un
papel preponderante en el mecanismo de la formacién de especies, es por
ello que el objetivo de este estudio fue describir el cariotipo y las bandas
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cromosoémicas G y C de Peromyscus difficilis amplus de San Pedro
Tianguismanalco, Puebla. Se capturaron organismos utilizando trampas
Sherman, se les realizd la técnica de extraccion de médula dsea para la
obtencién del cariotipo convencional y se usé Tripsina para el bandeo
cromosémico G y para las bandas C se empleé Hidréxido de Bario. Los
resultados indican que el cariotipo de Peromyscus difficilis amplus
presenta 2n=48 y NF=52 que corresponden a un par metacéntrico, dos
subtelocéntricos y 20 pares telocéntricos. El cromosoma sexual X fue
submetacéntrico y el sexual Y fue telocéntrico. El patréon de bandas
cromosémicas G en los autosomas birrameos presentan cinco bandas y
los monorrameos presentan de dos a tres bandas de eucromatina. Las
bandas cromosémicas C indican que la heterocromatina constitutiva se
encontr6 en la region centromérica en los autosomas. En el cromosoma
sexual X se encuentra la heterocromatina constitutiva en el centrémero y
en el cromosoma Y fue heterocromdtico. Comparando los resultados
obtenidos con otras especies se puede afirmar que Peromyscus difficilis
amplus presenta caracteristicas cariotipicas primitivas conformado en su
mayoria por cromosomas telocéntricos ademds de que los resultados
obtenidos son distintos a los estudios anteriores que se han realizado para
esta especie.

Palabras clave: cromosomas, eucromatina, heterocromatina,
birrdmeo, monorrameo.

INTRODUCCION

La citogenética, es unarama de la biologfa que se encarga del estudio
de la estructura cariotipica, las estructuras celulares y los eventos
citolégicos que intervienen en la formaciéon hereditaria. Un proceso
crucial en el andlisis citogenético es la mitosis y dentro de ella, la metafase
que es la etapa celular en la que aparecen los cromosomas (estructuras
formadas con ADN y proteinas que constituyen la cromatina) en la cual
los genes estan arreglados de modo lineal en estructuras nucleares que
resultan de la condensacién de la cromatina. Los cromosomas tienen un
brazo largo y un brazo corto separados por un estrechamiento o
constriccién primaria denominada centrémero. El brazo corto se
denomina p y el brazo largo como g, mientras que el centréomero es el
punto de unién del huso mitético y es parte integral de los cromosomas
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siendo parte esencial para el movimiento y segregaciéon normal del
cromosoma durante la divisién celular. También se define en un sentido
amplio a la citogenética como aquella disciplina que trata sobre la
estructura y el comportamiento de los cromosomas, asi como de las
implicaciones genéticas derivadas de su estudio (Herrera, 2007). La
citogenética ha facilitado el entendimiento de la organizaciéon y estructura
de los genomas, de ahi la importancia, basados en el ordenamiento
secuencial de grandes fragmentos cromosoémicos y los mapas genéticos
(derivados de los andlisis genéticos o de ligamiento; Herrera, 2007). Por
su propia naturaleza (unidades hereditarias discretas de mutacién
responsables de la transmisién del genoma nuclear), los cromosomas dan
testimonio directo de la historia evolutiva de los linajes existentes.

En lo que refiere a mamiferos, la citogenética ha sido utilizada para
el estudio, en poblaciones silvestres ha demostrado que los individuos
son, en cierta forma heterocigotos (Luque y Herrdez, 2001). En algunos
casos, los genes, aun siendo parecidos, pueden estar ordenados de manera
distinta debido a las alteraciones en los segmentos cromosémicos. Estos
cambios han desempefiado también un papel preponderante en el
mecanismo de la formacién de especies (Gardner, 1990).

El analisis cariotipico examina el namero y la morfologia de los
cromosomas, el namero de brazos cromosdmicos, la extensién y
localizacién de segmento heterocromdticos, el organizador nucleolar, asi
como las constricciones secundarias donde la citotaxonomia evalta las
semejanzas y diferencias cromosdémicas entre especies y su posible
relacion con la especiacidon (Cortés, 1984). El cariotipo es la construccién
cromosdémica de un individuo, un rasgo caracteristico de cada especie
(Luque y Herrdez, 2001), de manera que todos los organismos de una
especie tienen el mismo cariotipo; sin embargo, especies similares pueden
tener cariotipos muy diferentes. En el andlisis cromosdmico se usan como
constantes cromosomicas el tamafio del cromosoma, la posicion del
centromero, distribucidn de los cromosomas, entre otros.

También las diferentes técnicas de bandeo cromosémico han
significado un considerable progreso tanto en citogenética humana como
en citogenética general. Al obtenerse imdagenes reproducibles de las
estructuras cromosomicas transversales (bandas) de diferente tamaiio a
lo largo de los cromosomas, fue posible disponer de una herramienta de
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identificacién de cada cromosoma humano, as{ como de un importante
namero de otros organismos tanto animales como vegetales (Drets,
2002).

El valor de los diversos patrones de bandeo se da por la
caracterizacion de cada cromosoma de diversas especies de entidades
bioldgicas superiores, excepto los vertebrados inferiores que no las
poseen (Drets, 2002). En los vertebrados y en las plantas superiores las
bandas se originaron a través de prolongadisimos procesos
evolucionarios acaecidos a distintos niveles evolutivos constituyendo los
componentes cromosémicos observables actualmente (Drets, 2002).

Este tipo de estudios han sido una herramienta importante en el
andlisis genético y sistematico de los mamiferos, que han permitido
comprender su evolucién y taxonomia, ademds de tener gran relevancia
en el estudio entre las relaciones filogenéticas de los taxa (Beck y
Kennedy, 1977).

Los roedores son el orden mds numeroso de los mamiferos ya que
comprenden 33 familias 481 géneros y 2,277 especies (Wilson y Reeder,
2005). Este orden en México estd representado por ocho familias y 243
especies (Ceballos, 2014). La familia Cricetidae posee una amplia
distribucién, ya que sdélo se encuentra ausente en algunas islas. Se
compone de 130 géneros y 681 especies de ratas y ratones (Musser y
Carleton, 2005). En México la familia estd representada por 23 génerosy
142 especies, siendo Peromyscus el género con mayor namero de especies
en nuestro pais y uno de los mas diversos en todo el mundo. Los cricétidos
constituyen un grupo que ha sufrido el mayor nimero de extinciones en
México (Ceballos, 2014).

El género Peromyscus constituye el grupo mds diverso y con la
distribucién mds amplia entre los mamiferos pequefios de
Norteamérica (Chirhart et al, 2005) y Centroamérica (Reid, 1997).
Peromyscus se distribuye desde la costa del Atldntico a la costa del Pacifico
y desde Canada hasta Panama. En México, el género tiene una amplia
distribucién y comprende 13 grupos: californicus, eremicus, hooperi,
crinitus, maniculatus, leucopus, aztecus, boylii, truei, melanophrys, furvus,
megalops y mexicanus (Nowak, 1999). En México el género Peromyscus
esta conformado por 51 especies (Ceballos, 2014), por lo cual se trata de
un grupo diverso, complejo y heterogéneo. Este grupo es de amplia
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distribucién geografica tanto en latitud como en altitud; latitudinalmente,
la distribucién varia desde especies que se les conoce sélo en la localidad
tipica, hasta aquellas que ocupan gran parte del territorio del pais,
mientras que altitudinalmente, se les encuentra practicamente desde el
nivel del mar hasta cerca de los 4000 m (Ramirez-Pulido ef al., 2001).

Peromyscus difficilis es un roedor de tamafio mediano con orejas
grandes y una cola larga, uniformemente bicolor que es ligeramente mds
larga que la longitud total de la cabeza y el cuerpo. La coloracién dorsal
varfa de pardusca a negruzca, con pelos oscuros dispuestos en lineas finas.
La coloracidén de los flancos es la misma que la de la espalda, excepto por
la presencia de una linea lateral bien definida, y sus partes inferiores son
de color blanco al negro, impregnadas de plata y las orejas son grandes,
pero son mas cortas que la pata trasera (Ceballos, 2014; Hall, 1981).

Peromyscus difficilis tiene un anillo orbital negruzco, rostro largo
con una fosa nasal de alrededor de 11 mm, bulas auditivas grandes y
borde supraorbitario sin angulos agudos. Los rangos de mediciones
externas registradas son: longitud total de 180 a 260 mm, longitud de la
cola 91 a 145 mm, longitud de la pata trasera 22 a 28 mm y longitud de la
oreja 17 a 28 mm (Ceballos, 2014; Hall, 1981).

Este roedor se extiende desde el norte de Colorado hacia el sur en
Oaxaca, y comprende ocho subespecies, pero solo seis se distribuyen en
México: P. penicillatus, petricola, difficilis, amplus, felipensis y saxicola
(Carleton, 1989; Hall, 1981; Hoffmeister y De la Torre, 1961).

Peromyscus difficilis amplus es endémico de México (Figura 1) y se
encuentra en toda la Sierra Madre Occidental, Sierra Madre Oriental y
montafias adyacentes desde el suroeste de Chihuahua y el sureste de
Coahuila, al sur a través de Durango y Zacatecas continuando al sur hacia
partes de San Luis Potosi y regiones montafiosas de Guanajuato, Puebla,
Hidalgo, Tlaxcala, Veracruz y por daltimo hacia el centro-norte de Oaxaca
(Ceballos, 2014; Hall, 1981; Hoffmeister y De la Torre, 1961). P. d. amplus
se distribuye en las montafias del sur de Hidalgo, la parte norte del estado
de México, Tlaxcala, Puebla, el centro-norte de Oaxaca y el centro-oeste
de Veracruz y la subespecie P. d. difficillis se presenta en el oeste de
Chihuahua, hacia el sur a lo largo de la Sierra Madre Occidental hacia
Guanajuato. P. d. petricola se encuentra en la Sierra Madre Oriental, en el
sureste de Coahuila, al suroeste de Tamaulipas y probablemente en el
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norte de San Luis Potosi y en el sur de Nuevo Ledn (Hoffmeister y De la
Torre, 1961). La distribucién de P. 4. felipensis parece estar fragmentado;
esta especie se encuentra en altas elevaciones (2,500 a 3,500 m) en las
montafias que rodean el Valle de México y también se encuentra en
elevaciones similares en las montafias al noreste de la ciudad de Oaxaca
(Cerro San Felipe y cordilleras adyacentes). Finalmente, P. d. saxicola se
restringe a Querétaro y al norte de Hidalgo (Ceballos, 2014; Goodwin,
1954; Hall, 1981; Hoffmeister y de la Torre, 1961; Villa-Ramirez, 1953).

Dentro del grupo de roedores del género Peromyscus se han
realizado andlisis citogenéticos. Todas las poblaciones de Peromyscus
difficilis examinados presentan un namero diploide (2n=48), como lo
presentan todas las otras especies del género Peromyscus (Comité de
estandarizacién de cromosomas 1977; Greenbaum ef gl., 1978). Sin
embargo, el nimero fundamental (NF) varfa dentro de P. difficilis
utilizando la morfologia cromosdmica como referencia.
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Figura 1. Distribucién de las subespecies de Peromyscus difficilis en México,

1. Peromyscus difficilis amplus, 2. P difficilis difficilis, 3. P. difficilis
felipensis,
4. P. difficilis petricola y 5. P. difficilis saxicola (Hall, 1981).

Alonso (2009) realizd la descripcion del cariotipo de Peromyscus

difficilis del municipio de Ixtacamaxtitldn, Puebla. Presenta un 2n=48 y
NF=50, la morfologia cromosémica corresponde a un par
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submetacéntrico, un par subtelocéntrico y 21 telocéntricos, el cromosoma
sexual X fue submetacéntrico y el Y fue telocéntrico.

Rodriguez (2005) examind el cariotipo de Peromyscus difficilis
amplus de lalocalidad de Camotepec, en el municipio de Zacatldn, Puebla
presenta un 2n=48 y NF=66, corresponde a dos pares metacéntricos, ocho
submetacéntricos y 13 telocéntricos, el cromosoma sexual X fue
subtelocéntrico grande y el cromosoma Y fue telocéntrico pequefio. La
heterocromatina se presenta sélo en el centrémero

Quiros (2003) analizd el cariotipo de Peromyscus difficilis felipensis
del estado de Oaxaca encontrando un 2n=48 y un NF=76, presentando
dos pares metacéntricos, 13 subtelocéntricos y ocho telocéntricos. El
cromosoma sexual X fue subtelocéntrico y el Y fue metacéntrico.

Peromyscus difficilis amplus de Totalco, Veracruz, presenta 2n=48 y
NF=66, incluidos dos pares de autosomas metacéntricos, ocho pares
subtelocéntricos y 13 pares telocéntricos El cromosoma sexual X en P. d.
amplus fue subtelocéntrico y el cromosoma sexual Y fue telocéntrico
(Arellano-Meneses et al., 2000).

Peromyscus difficilis difficilis de EI Salto, Durango, presenta 2n=48 y
NF=58, con 17 pares acrocéntricos y seis pares birrameos, ademas la
heterocromatina se localiza en regiones centroméricas (Robbins y Baker,
1981). Por otro lado, Peromyscus difficilis petricola en Zacatecas, presenta
2n=48 y NF=56 (Zimmerman et al., 1975).

Finalmente, Peromyscus difficilis felipensis de los estados de México
y Morelos tienen 2n=48 y NF=76 con un metacéntrico, un
submetacéntrico, 13 autosomas subtelocéntricos y ocho telocéntricos, y
otra poblacién de la misma subespecie del sureste de Oaxaca presenta
2n=48 y NF=76 que corresponde a dos metacéntricos, 13 subtelocéntricos
y ocho telocéntricos; el cromosoma sexual X fue subtelocéntrico y el
cromosoma sexual Y fue metacéntrico (Miidespacher-Ziehl et al., 2005).

El objetivo del presente estudio fue describir el cariotipo y el
patrén de bandas cromosémicas Gy C de Peromyscus difficilis amplus de
San Pedro Atlixco del municipio de Tianguismanalco, Puebla.

Area de estudio

El municipio de Tianguismanalco se localiza en la parte centro oeste
del estado de Puebla. Sus coordenadas geograficas son los paralelos 18°
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57"18"y 19°03' 12" de latitud norte y los meridianos 98° 24" 42" y 98° 34’
00" de longitud occidental (Figura 2). El municipio colinda al Norte con
el municipio de San Nicolas de Los Ranchos, al Noreste con el municipio
de Nealtican, al Sur con el municipio de Atlixco, al Sureste con el
municipio de Santa Isabel Cholula y al Oeste con el municipio de
Tochimilco (INEGI, 2010).

Tiene una superficie de 133 kilémetros cuadrados que lo ubica en el
lugar 111° con respecto a los demds municipios del estado. En el
municipio se presenta la transicion de los climas templados del valle de
Puebla, a los templados de la Sierra Nevada. Se identifican dos climas:
Clima templado subhtimedo con lluvias en verano, el cual es el clima
predominante, se presenta en la zona correspondiente al valle de Puebla
y clima semifrio subhtimedo con lluvias en verano. Se identifica en las
faldas inferiores de la Sierra Nevada (INEGI, 2010). En su territorio se
identifican tres grupos de suelos: Suelo dominante Arenosol (72%),
Regosol (14%), Phaeozem (8%), Andosol (5%) y Fluvisol (1%; INEGI,
2010).

La mayor parte del municipio presenta zonas dedicadas a la
agricultura de temporal, zonas que han crecido a costa de la vegetacion
original. El malpais de Nealtican y la ribera del arroyo la Leona estin
cubiertos por bosques de encinos, asociados a vegetacidon secundaria
arbustiva. Las estribaciones de la Sierra Nevada conservan bosques de
encino y pino principalmente, del tipo hartwegii. Con respecto a la fauna,
el municipio cuenta con las siguientes especies silvestres: culebras,
coyotes, ardillas, mapaches, cacomixtles y conejos de campo.
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Figura 2. Sitio de colecta de Peromyscus difficilis amplus de San Pedro Atlixco
del municipio de Tianguismanalco del Estado de Puebla.

MATERIALES Y METODOS
Trabajo de campo

Se realizaron tres muestreos en 2017 en San Pedro Atlixco del
municipio de Tianguismanalco del Estado de Puebla (Figura 3). Durante
dos noches consecutivas en cada muestreo se utilizaron 20 trampas tipo
Sherman (23 x 7.5 x 9 cm) distribuidas cada 15 pasos utilizando una
marca en el sitio donde se colocd la trampa, dichas trampas fueron
cebadas con hojuelas de avena y esencia de vainilla para poder capturar
vivos a los individuos de Peromyscus difficilis amplus.

Después de haber capturado a los individuos se anotaron todos
los datos y registros del lugar de colecta y del espécimen, estos datos
incluyen: coordenadas geograficas de la localidad, fecha de colecta y
medidas somaticas en milimetros (Longitud total, longitud de la cola
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vertebral, longitud de la pata trasera derecha, longitud de la oreja derecha
y peso en gramos). Posteriormente, fueron trasladados al laboratorio de
Mastozoologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Benemérita
Universidad Auténoma de Puebla para su procesamiento.

Figura 3. Sitio de colecta San Pedro Atlixco del municipio de

Tianguismanalco del Estado de Puebla (Tomada por Azusena Mildn).

Trabajo de laboratorio

A los organismos capturados (tres machos y una hembra) se les
realizd la técnica de extraccion de médula dsea para obtener el cariotipo
convencional de acuerdo con lo propuesto por Baker et al. (1982); Baker
et al. (1988).

El procedimiento se realizé de la siguiente manera: los ejemplares
capturados fueron pesados y caracterizados sexualmente, posteriormente
se les inyecté colchicina (Microlob) al 0.004 % en una proporcién de 0.1
ml por cada 10 gramos de peso, 40 minutos antes de ser sacrificados
(Baker et al., 1982; Baker y Qumsiyeh, 1988).

Una vez transcurrido el tiempo, los organismos fueron sacrificados
por dislocacién cervical, posteriormente se llevd a cabo la toma de
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medidas de cada ratén, tales como: longitud total, longitud de la cola, de
la pata y oreja; luego se realizd la técnica de extraccién de médula dsea a
cada organismo, que consiste en retirar los fémures y las tibias,
eliminando el mdsculo de los huesos, cortando las epifisis en el extremo
proximal. Con una jeringa se extrajo la médula ésea y se introdujo en
tubos cénicos de 15 ml, que contenian 7 ml de solucién hipotdénica a 37°C,
se agitaron y mezclaron con ayuda de una jeringa de 1 mly se dejé incubar
durante 40 minutos procurando agitar suavemente cada 10 minutos
(Baker et al., 1982: Baker y Qumsiyeh, 1988).

Enseguida el material celular se centrifugé a 800 rpm durante 8
minutos, se elimind el sobrenadante y nuevamente se suspendié con el
liquido fijador de Carnoy en la misma cantidad que el paquete celular
(Metanol y acido acético en proporcién 3:1 respectivamente) este fue
aplicado suavemente por las paredes del tubo.

Se realiz6 una taxidermia cientifica a los organismos con base en el
método descrito por Martinez et al. (2006) para su identificacién e
incorporacién a la coleccién de mamiferos de la Facultad de Ciencias
Bioldgicas, BUAP.

Para la elaboracién de las laminillas (Baker y Qumsiyeh, 1988),
primero se lavaron los portaobjetos hasta eliminar cualquier tipo de
suciedad y grasa (con jabdn y agua) y se colocaron en un frasco con
alcohol al 96% previamente refrigerado. Posteriormente, se utilizaron
pipetas Pasteur con la cual se dejaron caer tres gotas aproximadamente
sobre un portaobjetos y se dejé secar a temperatura ambiente durante
varios minutos, una vez secos se etiquetaron con la fecha de elaboracidn,
nombre de la especie, namero del ejemplar y niimero consecutivo de cada
laminilla.

Una vez secas las laminillas fueron tefiidas con una solucién de
Giemsa al 4% (47 ml de agua, 2 ml de buffer de Fosfatos y 1 ml de Giemsa)
durante 6 a 8 minutos. Posteriormente, se enjuagaron las laminillas con
agua destilada con el fin de quitar el exceso de colorante y se dejaron secar
a temperatura ambiente, mds tarde se observaron en un microscopio
optico Marca Leica con los objetivos de 10X 40X y 100X, para buscar y
ubicar los mejores campos mitdticos en metafase los cuales tuvieran un
amplio esparcimiento de los cromosomas, se fotografiaron utilizando una
camara digital adaptada al microscopio dptico.
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Bandeo cromosomico G

Para la elaboracién de bandeo cromosémico G se utiliz6 la técnica
De Grouchy y Turleau (1977); Paton y Baker (1978). Las preparaciones se
dejaron envejecer de 5 a 7 dias para después colocarlas en la estufa a una
temperatura de 65°C durante 16 horas aproximadamente, con el fin de
endurecer los cromosomas y producir buenos patrones de bandas.
Posteriormente, se dejaron enfriar a temperatura ambiente, luego se
colocaron en Tripsina al 0.025% durante 80 segundos. Pasando este
tiempo enseguida las laminillas se metieron en el amortiguador de
Fosfato Salino (PBS) en dos vasos Coplin y se realizé un enjuague
metiendo y sacando la laminilla 5 veces en cada uno de los vasos Coplin,
luego se sumergio la laminilla en un buffer para realizar la tincién con el
colorante Giemsa al 2% previamente agitado en un vaso Coplin durante
10 minutos. Finalmente, se sac6 la laminilla y con agua destilada se quitd
el exceso de tincidon, se dejoé secar a temperatura ambiente para que se
pueda observar al microscopio ¢éptico marca Leica utilizando los
objetivos 10X 40X y 100X.

Bandeo cromosomico C

Para realizar el bandeo cromosémico C se utiliz6 el método descrito
por Summer ef al., (1971) y Arrighi y Hsu (1971). Se utilizaron las mismas
laminillas con los campos mitéticos se dejaron envejecer durante 7 dias,
pasado ese lapso se colocaron las laminillas en un vaso de precipitado que
contenia HCl al 2% durante 15 minutos, se lavaron con agua destilada tres
veces y se dejaron secar a temperatura ambiente. Las laminillas se
colocaron en un vaso Coplin conteniendo solucién saturada de Hidréxido
de Bario (Ba (HO)?) a 45°C por un lapso de dos minutos, posteriormente
se volvieron a meter y sacar de manera simultinea en HCI tres veces,
enseguida se enjuagaron con agua destilada y se dejaron secar a
temperatura ambiente.

Después, se colocaron en camaras himedas (cajas Petri con papel
filtro en la base, el cual se humedecié con una solucién salina 2XSSC, pH
7.0). Se colocaron a lo largo de la preparacion 6 gotas de 2XSSC con una

pipeta Pasteur y se les colocdé un cubreobjetos en la parte donde se
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hallaran los campos cromosémicos, enseguida se metieron a incubar a
65°C durante 16 horas y al término de este lapso se retird el cubreobjetos
y las laminillas se enjuagaron 3 veces con agua destilada, una vez secas se
mantuvieron en alcohol al 70% durante 5 minutos y al 95% también
durante 5 minutos y se secaron a temperatura ambiente. Finalmente, las
laminillas se tifieron con Giemsa al 4%, la tincién estaba preparada con
un amortiguador salino de Fosfato de Sodio con un pH 7.0 durante 20
minutos, se enjuagaron nuevamente con agua destilada y se dejaron secar
a temperatura ambiente.

RESULTADOS

Se capturaron cuatro ejemplares de Peromyscus difficilis amplus de
San Pedro Atlixco del municipio de Tianguismanalco, Puebla. Los
ejemplares obtenidos fueron tres machos y una hembra, de estos se
elaboraron 42 laminillas para ambos sexos, encontrando un total de 350
campos mitéticos en metafase, se tomaron fotografias de los mejores
campos.

Peromyscus difficilis amplus presenté un cariotipo 2n=48 y NF=52,
el cual estd conformado por un par metacéntrico, dos pares
subtelocéntricos y 21 pares telocéntricos. El cromosoma X tiene una
morfologia submetacéntrico grande y el cromosoma Y como telocéntrico
pequefio (Figuras 4 y 5).

Figura 4. Campo mitético de ejemplar macho de Peromyscus difficilis amplus.
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Figura 5. Cariotipo convencional de ejemplar macho de Peromyscus difficilis
amplus de San Pedro Atlixco del municipio de Tianguismanalco del Estado de
Puebla.

Los datos promedio de las longitudes relativas de los pares
cromosémicos del cariotipo convencional de Peromyscus difficilis amplus
en orden descendente de tamafio y categoria basdndose en la posicion del

centromero (Levan et al., 1964; Cuadro 1).

Cuadro 1. Longitudes relativas de los pares cromosémicos de Peromyscus
difficilis amplus. p=Promedio del brazo corto, q=promedio del brazo largo.
Dsp=Desviacién estindar del brazo corto. Dsq=Desviacion estdndar del brazo
largo. Ds p+q= Desviacion estdndar de la longitud total del cromosoma. IC= Indice
centromérico. m=Metacéntrico (Centromero en region media).
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sm=submetacéntrico (Centrémero region submedia). st=subtelocéntrico
(Centréomero en posicion subterminal). t=Telocéntrico (Centromero en posicidn
terminal).
Par P Dsp q Dsq P+q Ds p IC Clasificacién de
+q acuerdo con
Levan et al.
(1964)
1 1.91 2.28 2.79 0.93 4.70 1.36 40.61 m
2 2.89 0.80 11.99 2.28 14.88 2.61 19.44 st
3 3.40 1.26 11.39 1.67 14.78 1.70 22.98 st
4 13.29 1.16 13.29 1.16 t
5 11.81 1.50 11.81 1.50 t
6 10.86 1.29 10.86 1.29 t
7 10.01 1.57 10.01 1.57 t
8 9.96 1.65 9.96 1.65 t
9 9.21 2.76 9.21 2.76 t
10 8.80 1.73 8.80 1.73 t
11 7.98 1.25 7.98 1.25 t
12 7.61 0.78 7.61 0.78 t
13 7.49 1.15 7.49 1.15 t
14 7.25 1.13 7.25 1.13 t
15 6.41 3.02 6.41 3.02 t
16 6.16 1.39 6.16 1.39 t
17 5.90 0.69 5.90 0.69 t
18 5.84 1.39 5.84 1.39 t
19 5.67 1.32 5.67 1.32 t
20 4.80 0.91 4.80 0.91 t
21 4.88 1.07 4.88 1.07 t
22 4.34 1.12 4.34 1.12 t
23 4.03 0.68 4.03 0.68 t
X 4.28 1.86 11.62 2.84 15.90 2.84 26.93 sm
y 3.84 0.76 3.84 0.76 t
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Bandeo cromosomico G

Se observé en el patrén de bandas cromosémicas G de Peromyscus
difficilis amplus que la eucromatina estd presente formando cinco bandas
en los pares birrameos, y los telocéntricos que sélo presentan de dos a tres
bandas (Figuras 6 y 7).

Figura 6. Campo mitético con bandas cromosomicas G de Peromyscus
difficilis amplus.
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Figura 7. Cariotipo de bandas cromosémicas G de Peromyscus difficilis
amplus (macho) de San Pedro Atlixco del municipio de Tianguismanalco, Puebla.

Bandeo cromosomico C

Al realizar el bandeo cromosémico C se observé que la presencia de
la heterocromatina constitutiva se encuentra en la region del centrémero
en los autosomas (Figuras 8 y 9).
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Figura 8. Cariotipo de bandas cromosomicas C de Peromyscus difficilis

amplus de San Pedro Atlixco del municipio de Tianguismanalco, Puebla.
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Figura 9. Cariotipo de bandas cromosémicas C de Peromyscus difficilis
amplus (macho) de San Pedro Atlixco del municipio de Tianguismanalco, Puebla.

DISCUSION

El cariotipo del ratén Peromyscus difficilis amplus de la localidad de
San Pedro Atlixco del municipio de Tianguismanalco, Puebla, presenta
un 2n=48 al igual que las especies que conforman al género Peromyscus,
de tal manera que no se encontr6 diferencia en el namero diploide y
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coincidiendo con estudios realizados para este género; sin embargo, se
encontrd variacién en el namero fundamental.

El presente estudio dio como resultado un NF=52 compardndolo
con estudios realizados en el estado de Puebla, Rodriguez (2005) reporta
para Peromyscus difficilis amplus del municipio de Zacatlin un NF=66,
que corresponde a 10 pares birrdmeos y 13 monorrameos, la morfologfa
del cromosoma sexual X fue subtelocéntrico y el cromosoma Y fue
telocéntrico. Otro estudio, realizado por Alonso (2009), inform¢ sobre la
misma subespecie en el municipio de Ixtacamaxtitlan, Puebla, un NF=50,
dos pares birrameos y 21 pares telocéntricos, la morfologia del
cromosoma sexual X fue submetacéntrico y en cromosoma Y fue
telocéntrico. La variacién que presenta esta subespecie puede ser por los
reordenamientos cromosdémicos tales como inversiones pericéntricas o
translocaciones lo que les permite tener una tendencia evolutiva,
reflejaindose en el namero fundamental dado que el género Peromyscus al
cual pertenece la subespecie P. d. amplus tiene la facilidad de adaptarse a
distintos ecosistemas.

Por otro lado, en la zona centro del pais Miidespacher-Ziehl et al.
(2005) reportaron para los estados de México y Morelos la subespecie P.
d. felipensis la cual presenté para ambos estados un NF=76, que
corresponden a 15 pares birrdmeos, ocho pares monorrameos y la
morfologia en el par sexual X fue subtelocéntrico y el Y fue telocéntrico.
Al contrario de lo reportado en el estado de Oaxaca para la subespecie de
P d. felipensis con un NF=76, 15 pares birrdmeos ocho pares
monorrameos y la morfologia del par sexual X fue subtelocéntrico y en el
cromosoma Y fue telocéntrico. Sin embargo, al contrastar el presente
estudio con otros que se han realizado en la parte sureste del pafs, por
ejemplo, en el estado de Veracruz por Arellano-Meneses et al. (2000)
reportaron para la subespecie Peromyscus difficilis amplus un NF=66, 10
pares birrdmeos y 13 pares monorrameos, la morfologfa del cromosoma
X fue subtelocéntrico y el Y fue telocéntrico (Cuadro 2 y 3).

Comparando la zona centro del pais con la zona sur, se puede
observar un incremento en el namero fundamental, esto puede ser debido
a que son dos subespecies. son poblaciones semi-aisladas con un alto
potencial de endogamia permitiendo los reordenamientos cromosdmicos
(Hoffmeister y De la Torre 1961).

157



Por otra parte, en el norte del pais Robbins y Baker (1975) realizaron
un estudio cromosémico sobre la subespecie P.d. difficilis en el estado de
Zacatecas, reportaron un NF=58, correspondientes a seis pares birrdmeos
y 17 pares monorrameos. El nimero fundamental obtenido por Robbins
y Baker (1975) fue mayor al que se obtuvo en el presente estudio, esto se
puede deber a que fueron subespecies distintas y la distribucién de P. d.
diffcilis es discontinua debido a la barrera geografica por las altiplanicies
en las que habita; ademds del aislamiento asociado a los cambios
climéticos ocasionados por la glaciaciéon del pleistoceno lo cual tuvo
como consecuencia mayor restriccion de flujo génico entre las
poblaciones (Carleton, 1989).

La variaciéon del NF en las subespecies de Peromyscus difficilis puede
ser por el papel que desempefian las barreras geograficas ya que algunas
subespecies no muestran una distribucién contintia lo cual marca los
limites de cada una de ellas (Hoffmeister y De la Torre, 1961). Es por lo
que la especie Peromyscus difficilis es considerada polimoérfica de acuerdo
con los cariotipos de sus subespecies, es importante mencionar que hasta
el momento para Peromyscus difficilis no existe un cariotipo estdndar
(Hsu y Arrighi, 1968). Por otro lado, si se compara el cariotipo del
presente estudio, con el cariotipo primitivo de Peromyscus el cual estd
conformado en su mayoria por la presencia de cromosomas telocéntricos
demuestra que se ha tenido inversiones independientes, fusiones o
translocaciones y gran variaciéon en la presencia de heterocromatina en
los brazos cortos (Greenbaum y Baker, 1978; Robbins y Baker, 1981; Yates
et al., 1979). También en algunos estudios se ha observado que algunos
cromosomas homélogos muestran una diferencia en tamafio y forma, con
pocas variaciones genéticas mostrando asi diferencias cariotipicas y la
distribucién geogréfica de los diversos grupos de Peromyscus difficilis que
apuntan al comienzo de un conjunto de genes cambiantes.

Cuadro 2. Comparacién de las constantes cromosémicas (2n y NF) de
Peromyscus difficilis amplus y P. d. felipensis.
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TAXA 2n | NF | m | sm st t X Y AUTOR
Peromyscus difficilis 48 66 2 8 13 st T Arellano-Meneses et
amplus al. (2000).
Peromyscus difficilis 48 66 2 8 13 st T Rodriguez (2005).
amplus
Peromyscus difficilis 48 76 2 13 8 st M Quiros (2003).
felipensis
Peromyscus difficilis 48 76 1 1 13 8 st M Miidespacher-Ziehl
felipensis n 5 5 T 5 " v et al. (2005).
Peromyscus difficilis 48 50 1 1 21 | sm T Alonso (2009).
Peromyscus difficilis 48 52 1 2 20 | sm T Presente estudio.
amplus

Cuadro 3. Comparacién de la variacion de pares de autosomas birrdmeos y

monorrameos de Peromyscus difficilis.

PAR
AUTOSOMAS
TAXA 2n | NF SEXUAL | ESTADO | AUTOR
BIRRAMEOS MONORRAMEOS | X Y
Arellano-
Peromyscus
difficilis amplus 48 | 66 10 13 st t Veracruz | Meneses ef
P al. (2000).
) .
| cromysens 48 | 66 10 13 st | t | Puebla | Rodriguez
difficilis amplus (2005).
76 15 8 st m Oaxaca | Miidespache
Peromyscus 48 Méxi r-Ziehl et al
difficilis felipensis 76 15 g t exico - .
f Jelip ¥ m /Morelos (2005).
Peromyscus 48 76 15 g ¢ Quiros
difficilis felipensis * m (2003).
Peromyscus 7i
difficilis 48 | 56 Zacatecas mmerman
. et al. (1975).
petricola
Robbins y
Peromyscus 48 | 58 6 17 Durango Baker
difficilis difficilis & (1975).
P
eromys 48 | 50 2 21 |t | Puebla Alonso
difficilis m (2009).
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Peromyscus s Presente
o 48 52 3 20 t Puebla )
difficilis amplus m estudio.

En conclusidn, el cariotipo de Peromyscus difficilis amplus fue 2n=48
y NF=52, conformado por wun par metacéntrico, dos pares
subtelocéntricos y 20 pares de autosomas telocéntricos. En caso particular
para Peromyscus difficilis amplus tiene mds cromosomas telocéntricos
debido a los reordenamientos cromosdémicos, tales como fusiones
pericéntricas y translocaciones cromosdémicas. El cromosoma sexual X
fue submetacéntrico y el cromosoma Y fue telocéntrico.

En el bandeo cromosdmico G se observé que la eucromatina de los
cromosomas se presenta de tres a cinco bandas claras y oscuras, mientras
que los telocéntricos sélo presentan de dos a tres bandas.

Para el bandeo cromosdmico C se observd que la presencia de la
heterocromatina se concentra en la regiéon del centromero de los
autosomas. En el par sexual, el cromosoma X la heterocromatina se
encuentra en el centrémero y el cromosoma Y es completamente
heterocromadtico.
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RESUMEN

Los carnivoros juegan un papel importante en los ecosistemas por
ser reguladores de artrépodos y vertebrados, ademads de ser dispersores
de semillas, por lo cual el estudio de la dieta es un gran campo de interés
para la conservacion de los mamiferos carnivoros. El objetivo principal
fue determinar la dieta del cacomixtle (Bassariscus astutus) en dos zonas
en Zapotitlan Salinas, Puebla. El estudio se realizé en el area del Jardin
Botanico, Helia Bravo Hollis. Se recolectaron muestras de material fecal
del cacomixtle en dos transectos con diferente tipo de asociacion vegetal,
uno en matorral xerdfilo y el otro en bosque de cacticeas de enero a
diciembre de 2017. La dieta de Bassariscus astutus en Zapotitlan Salinas,
Puebla, en matorral xeréfilo se basd en plantas con 20%, seguido por los
reptiles 19%, aves 15%, artropodos 13%, gasterépoda 10%, mamiferos 8%
y peces 1%. Mientras que, en bosque de cactdceas, Bassariscus consume
plantas con el 28%, seguido de reptiles y aves con el 22% cada uno;
artropodos,  mamiferos y  gasterépodos, fueron  alimentos
complementarios con 11, 9 y 8% respectivamente. Con base en otros
trabajos realizados en Bassariscus astutus las categorias de alimentos
fueron similares para matorral xerdfilo, considerando la materia vegetal
como fuente principal de alimento, y como complementarias artrépodos,
aves, mamiferos y reptiles, se registré por primera vez la presencia de
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organismos de la clase Gasteropoda y peces. El andlisis de los dos tipos
de vegetacion matorral xerdfilo y bosque de cactdceas indican un total de
55 alimentos diferentes de los cuales comparten 45, siendo Prosopis sp el
mds consumido en las dos zonas en todo el afio con 51.33% para matorral
xerdfilo y 39.11% en bosque de cactdceas, seguidos de Solanum sp 21.76
y 19.82%, Poaceae 18.47% y 15.99% vy reptiles 17.41 y 11.13%
respectivamente para cada tipo de vegetacion, por lo que se concluye que
Bassariscus astutus es un animal omnivoro generalista oportunista,
debido a su gran adaptabilidad en el consumo de sus presas.

Palabras clave: Cactdceas, cacomixtle, dieta, heces fecales, matorral
xer6filo.

INTRODUCCION

México es uno de los cuatro paises con mayor nimero de especies
animales y vegetales por lo cual se encuentra entre los paises
denominados “megadiversos”, que albergan entre 60 y 70 % de la
diversidad conocida del planeta (Sarukhdn et al., 2009). En lo que se
refiere a mamiferos, México estd conformado por alrededor de 545
especies que han sido clasificadas en 202 géneros, 46 familias y 13 drdenes
(Ceballos y Arroyo-Cabrales, 2012), de las cuales 498 son terrestres y 47
son marinas (Ramirez-Pulido ef al., 2008).

El orden Carnivora es uno de los mejor representados, estd
conformado por ocho familias, 27 géneros y 42 especies (Ceballos y
Arroyo-Cabrales, 2012). Estos organismosse caracterizan por poseer una
dentadura especializada para cortar y triturar, ya que presentan molares
y premolares filosos y caninos muy desarrollados (Ceballos ef al., 2005),
ademds de tener el oido y la vista muy desarrollados. Tales estructuras
especializadas les permiten matar y devorar a sus presas, lo que los hace
depredadores muy eficientes (Leopold, 2000).

Los carnivoros han llegado a un periodo de amenaza extrema,
debido a la caza para la obtencién de productos como pieles finas para la
alta costura peletera, aunado a la destrucciéon de su habitat. Asimismo,
son considerados como competidores del hombre debido a sus habitos
alimentarios, lo que ha provocado lareduccion de las especies en sus areas
nativas (Monroy- Vilchis, 2001).
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Los carnivoros desempefian actividades ecoldgicas importantes, en
primera instancia se alimentan de otros mamfiferos, algunos de los cuales
pueden ser perjudiciales tanto para la salud como para el ecosistema,
como los roedores que pueden transmitir enfermedades y dafar los
cultivos. Los carnivoros se consideran controladores biologicos, ademads
de encontrarse entre los principales grupos de dispersores de semillas
(Cornejo y Jiménez, 2001), ya que consumen una gran variedad de frutos
(Wilson y Reeder, 1993), los cuales mediante procesos fisioldgicos
producen que se retengan las semillas en el tracto digestivo por largos
periodos de tiempo y estos mamiferos al recorrer areas extensas (Herrera,
1989), promueven la germinacién de las diferentes variedades de semillas
que fueron consumidas (Fleming y Sosa, 1994).

La dieta de los carnivoros es uno de los aspectos mas estudiados,
destacando como estudios de interés el andlisis de la dieta y las estrategias
de la obtencién de alimentos (Gittleman, 1989), ya que por medio de la
dieta podemos determinar el tipo de alimentaciéon que estos mamiferos
ingieren y el grado de ocurrencia que presenta con algin tipo de
organismo en especifico (Guerrero ef al, 2002). La dieta puede
determinarse por dos métodos, examinando el contenido estomacal o por
los excrementos, la ventaja del altimo es que estd disponible todo el afio
y puede ser colectado sin dafiar o manipular a la especie de interés
(Mersmann et al., 1992).

Cada una de las comidas disponibles para los mamiferos carnivoros
tiene un determinado valor nutritivo, se distribuye espacial y
temporalmente en cierta forma, es limitada en cantidad y representa un
costo energético para el animal en su captura y consumo (Gutiérrez,
1998). Debido a que un posible consumidor de dicho producto tiene un
tiempo y energia limitados, este tiene que tomar decisiones de diversos
tipos que pueden ayudar o afectar su supervivencia, los carnivoros
adoptan diversas estrategias que permiten resolver eficientemente los
problemas de forrajeo, mejorando la posibilidad de supervivencia en
determinados ambientes (Gutiérrez, 1998).

La familia Procyonidae es un grupo endémico del continente
americano, se distribuye desde el sur de Canada hasta el norte de
Argentina (Guzman-Lenis, 2003). Existen seis géneros actualmente
(Bassaricyon, Bassariscus, Nasua, Nasuella, Potos y Procyon) con 15
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especies (Enciclovida, 2018). En México encontramos cuatro géneros con
siete especies: Bassariscus astutus, Bassariscus sumichrasti, Nasua narica,
Potos flavus, Procyon insularis, Procyon lotor y Procyon pymaeus
(SEMARNAT y CONANP, 2013; Ceballos, 2014).

Las especies que se agrupan en esta familia son omnivoras con
habitos terrestres o arboricolas y se les puede encontrar solos o en grupos
familiares pequefios. Son de tamafio pequefio a mediano con longitudes
que van de 60 a 140 cm de largo aproximadamente y como caracteristica
distintiva tienen la cola larga, donde se alternan anillos claros y oscuros
que son poco distinguibles en el género Nasua. La posicion de las patas
es de semiplantigradas a plantigradas, ademds posen cinco dedos en cada
pata, con las garras curvas y cortas, siendo no retractiles a
semirretractiles. En cuanto a la dentadura varia de 40 o 36 dientes, los
molares son anchos, premolares puntiagudos y pequefios, el altimo molar
superior es relativamente mds grande. En temas de reproduccidn, las
hembras tienen camadas que varfan de una a seis crias (Alvarez-
Castafieda, 2000).

El cacomixtle (Bassariscus astutus) es de tamafio mediano, el cuerpo
mide de 30 a 42 c¢cm, con una cola de 31 a 44 cm, los animales adultos
pesan entre 700 g y 1500 g (Aranda, 2012). Posee ojos grandes, rodeados
por anillos negros o marrén, las orejas son redondeadas de color blanco
a rosa, su cuerpo es alargado y delgado, la cola es de similar tamaio al
cuerpo con el pelo esponjoso y de siete a ocho anillos negros intercalados
de anillos blancos. El pelaje dorsal es grueso generalmente gris con tonos
marrones y amarillo, mientras que la parte ventral es mas suave y clara
(Ceballos, 2014).

El cacomixtle es un animal nocturno, timido, solitario y que no se
deja ver con facilidad. Es omnivoro, por lo cual se alimenta de frutas,
bayas, insectos, lagartijas, pequeflos mamiferos y pdajaros. Sus
depredadores son los bahos, zorros, coyotes, mapaches y linces. Estos
pequefios omnivoros emiten una gran variedad de sonidos que recuerdan
a los del mapache (Ceballos, 2014; SEMARNAT y CONANP, 2013).

Este carnivoro se encuentra distribuido en los Estados Unidos desde
el sur de Oregdén y California a través de los estados del sudoeste de Texas
(Hall, 1981; Pogalyen-Neuwall y Toweill, 1988). En México, su
distribucién va desde el desierto de la peninsula de Baja California hasta
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Oaxaca (Lawlor et al.,, 2002). La especie generalmente se distribuye desde
el nivel del mar hasta los 1400 metros (Pogalyen-Neuwall y Toweill, 1988;
Toweill y Toweill, 1978; Figura 1).

Es un animal activo tanto en tierra como en los drboles, se encuentra
en una variedad de habitats como los bosques semidridos, bosques de
coniferas, chaparral, desiertos, dreas tropicales y zonas rocosas
(Pogalyen-Neuwall y Toweill 1988; Toweill y Toweill, 1978). La especie se
adapta bien a las dreas afectadas y se encuentran con frecuencia en zonas
antropogénicas (Barja y List, 2006).

Figura 1. Distribucién de Bassariscus astutus (Pogalyen-Neuwall y Toweill,
1988; Toweill y Toweill, 1978).

Es un organismo solitario y nocturno, su madriguera puede ser un
hueco entrelas rocas o en el tronco de un drbol. La articulacién del tobillo
del cacomixtle es flexible y puede girarla a mas de 180 grados, una
caracteristica que lo hace un agil trepador. Su gran cola le ayuda a
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mantener el equilibrio al transitar por bordes estrechos y rocas
sobresalientes, incluso permitiéndole cambiar de direccién al efectuar
una voltereta. Pueden trepar a través de pasajes estrechos y amplias
rajaduras o aberturas al rebotar entre las paredes (Aranda, 2012;
SEMARNAT y CONANP, 2013).

Caracteristicas de los rastros

El cacomixtle utiliza regularmente los senderos de la gente, por lo
que es facil encontrar sus huellas por dondequiera que la tierra este limpia
y suave. Frecuentemente las huellas se encuentran encimadas, en un
patrén que corresponde al trote. El cacomixtle utiliza el galope lateral y
las huellas de la mano y las patas que quedan en medio pueden aparecer
encimadas (Aranda, 2012; Figura 2).

*0-20 cm

;%'

Figura 2. Disposicién de las huellas en el trote del cacomixtle (Aranda, 2000).

Las patas traseras son mas grandes y robustas que las patas
delanteras. Las garras son cortas y semi-retractiles (Ceballos, 2014). Las
patas delanteras tienen cinco dedos, un cojinete plantar y un pequefio
cojinete subplantar del lado del dedo mefiique. Ambos pares de patas son
similares, pero sin el cojinete subplantar en las patas traseras y lo comin
es que no se marquen las garras (Aranda, 2012; Figura 3).
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Figura 3. Medidas de las huellas de cacomixtle (Aranda, 2012).

Las excretas comtinmente se encuentran sobre piedras o troncos
cafdos, formando letrinas. Son de forma mds o menos cilindricas y estan
constituidas principalmente por restos de frutos y semillas, pelo o
plumas; ocasionalmente presentan una forma trenzada, sobre todo
cuando contienen mucho pelo (Aranda 2012; Figura 4).

entre
0s5y1Lscm

entre 5.0y 10.0cm

Figura 4. Excreta de cacomixtle indicando sus medidas (Aranda, 2012).

En la Red List de la Unién Internacional de la Conservacién de la
naturaleza (IUCN, 2018) Bassariscus astutus se encuentra como una
especie de preocupacién menor (Least Concern, LC) y en la NOM-059-
SEMARNAT-2010 se encuentran dos de las tres subespecies como
Amenazadas (A). La especie con la que se trabajé en este estudio se
encuentra en la categoria de preocupaciéon menor (IUCN, 2018) y en la
NOM-059-SEMARNAT-2010 no esta catalogada.

Los estudios sobre la dieta de fauna silvestre se han llevado a cabo
con la unica finalidad de conocer la eficiente explotaciéon para la
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obtencién de alimento, debido a que es un requerimiento vital de
cualquier organismo y el modo de subsistencia por medio del
aprovechamiento de los recursos que se tienen en el territorio de acuerdo
con el tipo de habitat que es ocupado por el organismo (Korschgen, 1980).

En México los estudios realizados para Bassariscus astutus son
escasos, ademds de que la mayoria de estos no son actuales. La dieta de
los carnfvoros en Norteamérica ha sido ampliamente estudiada en
comparacién con los estudios realizados en Centroamérica (Cornejo y
Jiménez, 2001).

El estudio realizado por Tavizon (1998) en la sierra del Carmen
noroeste de Coahuila, México, en un tipo de vegetacién de pino-encino y
matorral desértico, concluye que Bassariscus astufus se alimenta
principalmente de materia vegetal, seguido de Lagomorpha y Peromyscus
sp que los consume con la misma frecuencia siendo de menor intensidad
Pappogeomys sp.

Nava et al. (1999) determinaron los hdbitos alimentarios del
cacomixtle en un matorral xerdfilo de Hidalgo, México, en donde los
principales componentes fueron insectos (Coleoptera, Orthoptera y
Formicidae), pelo y huesos de roedores (Peromyscus difficilis y P.
leucopus), asi como plumas y huesos de aves. Sin embargo, restos de
origen vegetal se hallaron en inusual diversidad y abundancia. Durante la
temporada de pre-lluvias (febrero a mayo) se observé en las excretas el
maximo consumo de insectos (72%) y los restos de roedores (45%), que
corresponden a especies del género Peromyscus, en cuanto a semillas y
residuos de los frutos los mds abundantes fueron Opuntia cantabrigiensis,
seguido de Myrtillocactus geometrizans y fragmentos de hojas coridceas,
semillas de Celtis pallida y también se encontraron restos de aves (12%).
En la temporada de lluvias de (junio a septiembre) se registraron en
mayor nimero insectos (71%), Peromyscus (25%) y aves (11%), en cuanto
a restos vegetales se registr6 Myrtillocactus geometrizans (86%) y s6lo en
esta época se encontraron Aralia humilis (14%) y Prosopis leavigata (11%).
Durante la temporada de pos-lluvias (octubre a enero) el consumo de
insectos (60%) como de Peromyscus disminuy6 (23%) y no se encontraron
restos de aves, en cuanto a semillas se incrementé la ingesta de Opuntia

cantabrigiensis (73%).
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Castellanos (2006), realizé un estudio sobre la dieta del Bassariscus
astutus en la Reserva Ecoldgica del Pedregal San Angel en la Ciudad de
México, en una vegetacion de matorral xerdfilo. Los elementos
encontrados en las excretas del cacomixtle con mayor frecuencia fueron
semillas (61.54%), seguido por partes de artrépodos (34.62%), pelo y
huesos de mamiferos (17.31%) y plumas (11.54%). De los elementos de
origen vegetal la especie con mayor registro fue Passiflora subpeltata
seguido de Opuntia sp. En cuanto a los artrépodos, se encontraron los
ordenes Scorpiones, Araneae y Orthoptera. De mamiferos consumidos las
especies con mayor nuamero de registros fueron Peromyscus gratus y
Neotoma mexicana. Las aves fueron las de menor frecuencia, sin haber
registro de reptiles.

Romero (2008) realizé un estudio en Huehuetldn EI Grande, en el
estado de Puebla, donde predomina la selva baja caducifolia, describe que
el cacomixtle tiene una gran preferencia por material vegetal (52.5%),
teniendo a Salacayotla (73.73%), Malpighiaceae (54.76%), Ulmaceae
(54.07%) vy Anacardiaceae (20%), como las familias mas consumidas; en
segundo lugar, se registré a los artréopodos (19.03%), teniendo a los
ortépteros (36.47%), odonatos (28.57%) y coledpteros (21.82%) como los
mas consumidos. En tanto, el consumo de mamiferos (12.5%) es bajo,
pero se representa por la presencia de Liomys irroratus (29.5%), Rattus
norvergicus (26%) y Sorex vagrans (24.6%). El consumo de aves (7%) y
reptiles (12.62%), fueron alimentos complementarios.

Jiménez (2008) en el estudio realizado en Molcaxac del Progreso,
Puebla, encontrd que existen dos componentes alimentarios importantes
para Bassariscus astutus, los mamiferos (74.67%), y el material vegetal
(72.67%) que se observan casi en el mismo porcentaje. Del segundo
componente destacan Tucca sp (53.33%), Malpighiaceae (49.07%),
Taxodium mucronatum (44.44%) y Bursera sp (39.35%) que presentaron
los porcentajes maximos en el consumo anual. Rattus norvergicus (44%),
Sorex vagrans (38.61%), Liomys irroratus (31.48%) y Mus musculus
(31.11%), son las principales especies presa en la alimentacién anual.
Dentro de los artrépodos los de mayor preferencia fueron Chalcididae
(50%), Coleodptera (36.89%) y Diptera (30.56%). Los reptiles y aves fueron
consumidos ocasionalmente.
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Castellanos (2009) determiné la dieta del cacomixtle en San
Salvador Atoyatempan, Puebla, con una vegetaciéon de bosque tropical
caducifolio, bosque de Quercus con matorral secundario y pastizal
inducido por actividad humana, determinando que su dieta estd basada
principalmente en plantas con 61% de su dieta, donde las especies mads
importantes y consumidas fueron: Prosopis levigata (57%) Karwinskia
humboldtiana (54%) lo cual lo convierte en el alimento mds abundante y
preferido. Los mamiferos fueron el segundo grupo mas consumido
durante el afio (26%), donde Peromyscus melanotis (30%) y Neotoma
mexicana (22.2%) fueron las principales especies en la dieta. Los insectos
fueron consumidos en tercer lugar con el 13%, seguido de reptiles y aves,
considerados como complementos alimenticios para el cacomixtle.

Rivera (2016) analizé la dieta del cacomixtle en el cerro
Cuatlapanga, Tlaxcala en una vegetacion de matorral xerdfilo con bosque
pino-encino. Los resultados indican que la materia vegetal (79.58%), es la
mayor fuente de alimentos, seguida de artrépodos (12.96%), mamiferos
(4.03%) aves (3.19%) y reptiles (0.24%). Los alimentos mas consumidos
durante todo el afio fueron: Juniperus (90.51%), Physalis (18.25%) y Pinus
(14.9%). Los artrépodos fueron Phyllophaga (8.49%), Plusiotis (4.39%) y
Chilopoda (3.74%), para mamiferos Oryzomys melanotis (5.51%),
Peromyscus melanophrys (4.36%) y Oryzomys rostratus (3.41%).

Herndndez (2018) realizé la determinacién de la dieta del
cacomixtle en la zona de Valsequillo, Puebla con una vegetaciéon de
matorral xerdfilo, los resultados indican que la dieta anual del cacomixtle
corresponde a cuatro categorfas de alimentos: el material vegetal
(36.85%), aves (13.3%), artrépodos (12.4%) y mamiferos (7.15%); y en
bosque de encino las plantas obtuvieron (37.2%), artrépodos (16.2%),
mamiferos (8%) y aves (7.4%). En cuanto a la variacién mensual se
encontré que consume en todos los meses los frutos de Juniperus en
matorral xerdfilo y bosque de encino 93.9% y 93.4% respectivamente,
complementando la dieta con artrépodos, mamiferos como Mus musculus
y aves. Se concluye que en la zona de estudio y por las caracteristicas de
la dieta, Bassariscus astutus es un omnivoro generalista oportunista
debido a que su alimentacidén es variada tanto anual como mensual, es
decir, consumen lo que tiene disponible en su habitat.
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Por ende, para el presente estudio se plantearon los siguientes
objetivos: 1) analizar la dieta del cacomixtle (Bassariscus astutus) en dos
tipos de vegetacién (bosque de cacticeas y matorral xerofilo) en
Zapotitlain Salinas, Puebla; asimismo, 2) determinar cudles son los
alimentos mas importantes y analizar la variacién tanto mensual como
anual, asi como, entre la época seca y hameda en la composicién de la
dieta del cacomixtle.

AREA DE ESTUDIO

El estudio se llevd a cabo en el municipio de Zapotitlan Salinas, en
el drea del Jardin Botdnico Helia Bravo Hollis en el estado de Puebla
(Figura 5). EI municipio de Zapotitlin Salinas se localiza al sureste del
estado de Puebla y se encuentra enclavado en la porcidn suroccidental del
Valle de Tehuacan. El Valle de Zapotitlan Salinas forma parte de este
municipio y comprende una superficie aproximada de 86.76 km?; se ubica
en los 18° 20 de latitud norte y 97° 28 de latitud oeste. EI Valle se
encuentra delimitado al oriente por las sierras de Atzingo y Miahuatepec,
al norte por los cerros Chacateca y Pajarito, al poniente por el cerro La
Mesa y al sur por el cerro Corral de Piedra (Arias et al., 2000).

El tipo de suelo que se encuentra en el Valle de Zapotitlan es
comunmente de yeso y caliza, muchas veces con altos contenidos de sales.
Otros materiales presentes de importancia son suelos arcillosos, énix y
marmol (Arias ef al., 2000).

El sitio presenta un clima seco o semiarido, con una marcada época
de lluvias en el verano (de mayo a septiembre). La precipitacion anual es
de 380 mm y su promedio de temperatura a lo largo de todo el afio es de
21.2 °C. Las lluvias son escasas e irregulares y, cuando se presentan, son
de tipo torrencial; ademds, el suelo retiene poca agua, provocando su
rapido escurrimiento hacia los arroyos. Esto impide que las raices de las
plantas capten agua, ademds de que las lluvias torrenciales y los fuertes
vientos pueden dar lugar a una intensa erosién del terreno y resequedad
del medio ambiente (Arias et al., 2000).

La vegetacion predominante en la zona y que la caracteriza es el
matorral xerdfilo, bosque de cacticeas y chaparrales. Teniendo como
familias  representativas: = Agavaceae,  Arecaceae,  Asteraceae,
Bombacaceae, Bromeliaceae, Burseraceae, Cactaceae, Caesalpiniaceae,
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Crassulaceae, FEudicotyledoneas, Euphorbiaceae, Fouquieriaceae,
Mimosaceae, Nolinaceae, Rhamnaceae, Simaroubaceae, Turneraceae y
Verbenaceae. Muchas de estas familias tienen un gran ndmero de especies
endémicas de México (Arias et al., 2000).

En cuanto a la fauna de la region podemos encontrar artropodos de
los érdenes y familias: Aracnide, Coleoptera, Hymenoptera (Formicidae),
Lepidoptera, Odonata y Orthoptera. Anfibios del orden Anura. Aves de
los ¢rdenes y familias: Apodiformes, Ciconiformes (Cathartidae),
Columbiformes (Cucutidae), Falconformes (Accipitridae), Galliformes
(Odontophoridae), Passeriformes (Cardinalidae, Emberizidae,
Hirundinidae e Icteridae) y Strigiformes (Strigidae). Para mamiferos se
encuentran el orden Chiroptera (murciélagos), las familias como:
Mephitidae (zorrillos), Soricidae (musaranas), en el orden Rodentia las
familias, Cricetidae, Muridae y Sciuridae, con los géneros, Baiomys,
Dipodomys, Mus, Peromyscus, Rattus, Reithrodontomys y Spermophilus, y
mamiferos medianos como: Canis latrans (coyote), Dasypus novemcinctus
(armadillo), Didelphis virginiana (tlacuache), Lynx rufus (gato montés),
Odocoileus virginianus (venado cola blanca), Puma concolor (puma),
Sylvilagus cunicularius (conejo) y Sylvilagus floridanus (conejo). En el
caso de los reptiles el orden Squamata con los subdrdenes Autarchoglossa,
Gekkota, Iguania, Lacertilia y Serpentes con las familias, Colubridae,
Elapidae y Viperidae (Crotalus) y el orden de los Testudines de la familia
Kinosternidae (SEMARNAT y CONANP, 2013).

176



% L o *u m -

Figura 5. Ubicacion del municipio de Zapotitldn Salinas y los transectos
(color rojo, zona de bosque de cactdceas y de color azul, zona de matorral xerdfilo).

Trabajo de campo

La alimentacidon de Bassariscus astutus se determiné mediante la
recoleccién de excretas durante un afio (enero a diciembre de 2017). Se
eligieron dos transectos de 1.5 km sobre caminos principales y senderos
dentro del jardin botanico, uno en vegetacidon de bosque de cactdceasy el
otro en matorral xerdfilo. Estos se recorrieron dos veces por mes (Figura
6). Las excretas fueron colectadas en bolsas de papel, a las que se
registraron los siguientes datos: coordenadas geograficas, transecto al que
pertenecia, fecha, ndmero y medidas de la excreta (largo y ancho).
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Figura 6. Transectos en los que se colectaron las muestras. A) Bosque de

cactdceas y B) Matorral xerdfilo.

Trabajo de laboratorio

Las heces fecales colectadas se transportaron al laboratorio de
Mastozoologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Benemérita
Universidad Auténoma de Puebla, donde se dejaron secar a temperatura
ambiente (15 dias), siendo separadas utilizando tamices de diferentes
aberturas de malla.

Los diferentes componentes (semillas, pelos, plumas, huesos,
basura, escamas e insectos) se colocaron en una bolsa de celofin y se
etiquetaron con los datos: transecto al que pertenecia, fecha, namero de
excreta y medidas de la excreta (largo y ancho). Posteriormente, se
procedié a la identificacién de cada uno de los componentes. En cuanto
a semillas e insectos, especialistas se encargaron de su identificacion, para
pelos se utilizd la técnica de escamas y de médulas descrita por Arita
(1986).

Para la técnica de escamas, se colocaron de dos a tres gotas de
resistol blanco en un portaobjetos y con ayuda de otro portaobjetos se
desliz6 para obtener una ligera capa, donde se colocaron las muestras de
pelos, una vez seca la laminilla, se retiraron los pelos cuidadosamente con
ayuda de unas pinzas de diseccion y asi las escamas quedaron impresas,
las laminillas se observaron al microscopio éptico con el objetivo 40X y
se procedio a identificar el patrén de escamas con ayuda del catdlogo de
pelos de guardia dorsal de mamiferos del Estado de Oaxaca, México
(Baca-Ibarra y Sanchez-Cordero, 2004).
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Analisis de resultados

Se registraron en una base de datos en Excel los datos obtenidos con:
fecha, ntmero de transecto, namero de excreta y componentes
consumidos. El analisis de los componentes encontrados en las heces
fecales se utilizé para calcular la frecuencia de ocurrencia de cada
alimento consumido (Aranda, 2012).

FO: Frecuencia de ocurrencia

FO=F/N (100)

En dénde:

FO: frecuencia de las excretas en las que aparecié un alimento
F: nimero de veces en las que aparece una presa por mes

N: ntmero total de heces en cada mes.

Para comparar si existen diferencias entre el alimento que
consume Bassariscus astutus entre los dos tipos de vegetacién (bosque de
cactaceas y matorral xerd6filo) y entre épocas (seca y hiumeda) se realizé
la prueba de “t” Student. Esta prueba sélo se realizd en los alimentos que
fueron mas consumidos por el cacomixtle, utilizando el programa
estadistico PAST (Paleontological Statistics software) versidn 3.19.

RESULTADOS

Se recolectaron un total de 636 excretas de cacomixtle (Bassariscus
astutus) en los dos tipos de vegetacién considerados en el estudio. En los
meses de enero, agosto, febrero y diciembre hubo un mayor namero de
recolecta de heces fecales teniendo 66, 65, 57 y 57 muestras
respectivamente, mientras que, en el mes de octubre se registré la menor
cantidad de excretas con 36 (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Niumero de excretas colectadas por mes en los dos tipos de

Mes/

. Bosque de Matorral
nimero de > s Total

e cactaceas xerofilo
Enero 33 33 66
Febrero 31 26 57
Marzo 30 22 52
Abril 39 12 51
Mayo 35 10 45
Junio 50 6 56
Julio 43 13 56
Agosto 48 17 65
Septiembre 32 21 53
Octubre 25 11 36
Noviembre 22 20 42
Diciembre 35 22 57
Total 423 213 636

vegetacion.

Con base en el andlisis de las 636 excretas obtenidas durante este
trabajo se determiné que Bassariscus astutus se alimenta principalmente
de plantas, al obtener un porcentaje de ocurrencia (PO) del 15.86%,
seguido de reptiles con el 14.27%, después aves con el 12.16% y en menor
proporcién artrépodos, gasterépodos, mamiferos y peces con 8.21%,
6.39%, 5.77% y 1.10% respectivamente (Figura 7).
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Figura 7. La dieta de Bassariscus astutus se compone de siete grupos de
alimentos consumidos.

Por tipo de vegetacion se encontrd que en bosque de cacticeas se
obtuvo un total de 423 heces fecales, para junio hubo un mayor namero
de excretas recolectadas (50) y en noviembre una menor cantidad de
excretas con 22. Con respeto a matorral xerdfilo se encontré un total de
213 excretas, enero fue el mes con mayor ndmero de colectas encontrando
33 heces fecales y junio como el mes con menos excretas recolectadas
Gnicamente con seis.

El analisis de los excrementos, indica un total de 55 componentes
diferentes para los dos tipos de vegetacidén. En el bosque de cacticeas se
encontraron 53 alimentos, teniendo como componente principal para el
cacomixtle a Prosopis sp al ser consumido en los 12 meses y obtener una
frecuencia de ocurrencia (FO) de 39.11%, seguida de la familia
Sapotaceae con 20.69%, mientras que, los alimentos menos consumidos
fueron Cryptotis parva y Trox sp con 2% y s6lo encontrados en el mes de
junio (Cuadros 2 y 3). Para el matorral xerdfilo se encontraron 47
alimentos, en donde el principal componente fue Prosopis sp al ser
consumida durante los 12 meses y tener una frecuencia de ocurrencia de
51.33 %, seguida de Estalor con 23.48% y los peces fueron el alimento
menos consumido con 1.10 % encontrado Ganicamente en marzo (Cuadros
4y5).
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Cuadro 2. Alimentos consumidos por el cacomixtle durante un aiio en bosque
de cactdceas

Frecuencia de
Heino Clase Orden Familia Género y especle (%
Magnoliopsida Malpighlales |fabaceae Prosopes E-RSY
Magnoliopsida  Ericsles [Sopots 2059
Magnoliopeida Sciarales Sclanaceae  |Sofonum 19.82
ida |Caryophwilales |Cactaceae (Neoburboumia tetetzn 19.14
| Lilicpsida Faales Poacaae 1599
Ullopeida  Poales  |Posceae |Zeo moys | 1825
plantae |Magrolicsnida Malpighiales _|Euphorbiaceae |Craton 169 |
_&Mc- lales [Cactaceae _|Opuntio 10.80
noliopsida [Malpighiales | ceae |Acal 10.57
noliogsida Carycpbwilales C | Myrtitiocactus geometrizons 890
Magrciiogeida & Rhamraceae 114
Magnoliomida Sopindales _|Bunerscese | 656
reliogaida Malpighiates |E cean |F 638
Pinopsica Cupressaies | saceae 333
[Mareeeal E yidse |Dipogamys philipsii 545
Mammalis  Rodentia  \Scuridie |Omwspermophilys meviconus | 6.10
Mamralia  Lagomorpha  [Lepodidse  [Sphwiogus cuniculanius 5.22
M | € d eith mys fi ns 443
Marmmalia Rodentls Cricetidae [Peromyscus melongphrys | 469
rralia Rocentia Crcetdae Peromyscus aifficilis 463
Mammalia Carmnevora Canidae Canvs fomiliores 458
malia Rodenti Mundar s s Uiy 441
Il Muridse |#attes norvergicus 429
Mamralia  |Rodentia [Cricetidae ompscus manculotus £
Marmealia Roduntia Cricavdan Ll 360
Mammalia Rodentia Crcevdae el musculus .3
Marrrralia  [Rodentia Cricetidae e ithrodontomys megolotis | 302
L ! Ltagomorpha _fiepond | Sytwiiogus fi 259
malia _Soricomerpha JSodcicse  |Cryptois panvuy 200
Aves 10.74
Repailia 113
Gas 197
[Hexapods  |Colecp Trogides 9.78
pad. Coleop Tenebnonid 9.57
Mewapods  Colecpters  |Melcionthidae [Xilovites 9.27
| Arachnids 9.02
Hexapoda Colecptera __[Scarabaeicdie [Phyfiophoga Mhucaminal 825
 Chilepoda 811
P Coleop Scarab £ staior 7.56
Hempods  Colecptera  [Melolonthidae 7.56
| Hexapods Ortheprers  |Acridiche 5.60
Fonmic 5.51
Mexapats Colecpters _[scanbueiodue [Pryiophogo X7
1pacs oy u a [Rogonomy 313
Hexapods  (Colecpters | | RS )
Mewapods  [Colecpters |Scarabusiodse |Ligyni 288
 Hexapoda Coleopters _ |Carabld, 286
[Hexapods  (Colecptera  |Meloidea 267
e Colecptera _|Cheysomalidan 260
Hexapods Coleoptera __ |Caratedae Tetrocka 260
< 256
Crustacea 208
|Hexapods  (Colecpters  [Carabidse  |Trox 2.00
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Cuadro 3. Alimentos presentes en la dieta mensual del cacomixtle en el

an

1
nn

bosque de cactdceas.
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Cuadro 4. Alimentos consumidos por el cacomixtle durante un afio en

matorral xerdfilo.

Reino Clase Orden Familia Género y especie quen?: [::l

noliopsida |Malpighiales |Fabaceae Prosopis 5133
Emmmidﬁ Solanales Solanacese  |Sofanum 2176
Magnoliopsida |Caryophyllales |Cactaceae Opuntia 21.61
Pinopsida Cupressales |Cupressaceae |luniperus 21.01
Magnoliopsida [Malpighiales |Euphorbiaceae |Croton 19.95
|Litiopsida Poales Poaceae 18.47
Plactae noliopsida [Ca lales |Cactaceae Myrtiflococtus geome trizons 18.12
Magnoliopsida [Malpighiales |Euphorbiaceae |Euphorbia 15,94
noliopsida |Ericales Sopotaceae 13.40
Magnoliopsida |Caryophyllales |Cactaceae Neobuxbaumia tetetzo 13.13
[Magnoliopsida [Malpighiales [Euphorbiaceae |Acalpypha 10.44
noliopsida |Sapindales Burseraceae 8.33
Liliopsida Poales Poaceae |Zea mays 8.21
Magnoliopsida |Rosales Rhamnaceae 6.06
[Mammatia  [Rodentia Cricetidae Peromyscus melanophrys 11.92
|Mammalia Rodentia Cricetidae |Peramyscus maniculatus 10.43
|Mammatia Lagomorpha _|Leporidae Sylvilogus floridanus 931
|Mammalio [Rodentia Heteromyidae |Dipodomys phillipsii 5.0%
|Mammalla lRodemla Cricetidae Baiomys musculus 833
|Mammalio |Rod Muridae Mus musculus 7.79
Mammalia (Carnivora Canidae Canis fomiliares 7.69
Mammalia ILagomorpha __|Lepcridae Sytvilogus cunicularius 7.57
Mammalia  |Rodentia Scluridae Otospermophilus mexicanus 727
|Mammalm lRodentla Cricetidae Reithrodontomys fluvescens 7.20
Mammalia lRoden_tia Cricetidae Reithradontomys megalotis 6.52
|r | |Rodentia Cricetidae  |Peromyscus difficilis 6.06
|Mammatia  [Rodentia Muridae Rottus norvergicus 5.14
|Mammatia __ |Rodentia Cricetidae __ |Baiomys 4.55
|Mammalia[Soricomorpha _|[Soricidae Iz'qpmis parva 3.85
Mammalia Cingulata Das idae  |Das novemcinctus 3.85
Animalia |Aves 13.59
|Repuilia 17.41
|Peces 1.10
|Gastropoda 880
IHexapuh Coleoptera Scarabaeiodae |Estalor 23.48
|Hexapoda  |Coleoptera  [Metolonthidae 19.41
[Hexapoda Coleoptera  |Scarabaeiodae |Phyliophaga 16.67
I_w Coleoptera 16.67
Hexapoda Coleoptera Melolonthidae |Xiforites 13.56
Hex Coleoptera _ |Scarabaeiodae |Phyllephaga Hlhucaminal 13.33
[Hexapoda Coleoptera _ |Tenebrionidae 11.50
Chilopoda 9.91
Arachnida Scorpiones 9.53
|Hexapoda Orthoptera  |Acndidae 838
Hexapoda __|Coleoptera  |Chrysomelidae | 588
Hexal Hymenoptera_|Formicidae Pogonomyrmex barbatus 4.76
Hexapoda Coleoptera Trogidea 303
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Cuadro 5. Alimentos presentes en la dieta mensual para matorral xerdfilo.
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La alimentacién del cacomixtle por épocas en ambos tipos de
vegetacion (bosque de cacticeas y matorral xerdfilo) revela que, en época
seca consume plantas, aves, reptiles, artrépodos, mamiferos,
gasterépodos y peces con una frecuencia relativa de 26.31%, 21%, 18.91%,
12.86%, 10.5%, 9.38% y 1.05%, respectivamente; mientras que, en la época
himeda consume reptiles 29.20%, plantas 22.73%, aves 16.46%,
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artrépodos  12.51%, gasterépodos 12.11% y mamiferos 6.98%,

respectivamente (Figura 8).
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Figura 8. Alimentacién de Bassariscus astutus en ambos tipos de vegetacion
en la época seca y hiimeda.

En cuanto a tipo de vegetacion en bosque de cactidceas se encontré
que, en época seca los alimentos mas consumidos fueron aves con 26.67%,
plantas 24.18%, reptiles 15.92%, artrépodos 14.58%, mamiferos 10.42% y
gasterépodos 8.23%, en época hiimeda se observé que consumen plantas,
reptiles aves, gasterépodos, artrépodos y mamiferos con una frecuencia
relativa del 28.43%, 27.42%, 15.69%, 11.42%, 10.98% vy 6.07%,
respectivamente. Para matorral xerdfilo en época seca consume plantas,
reptiles aves, artrépodos, mamiferos, gasterépodos, y peces con 27.98%,
21.25%, 16.56%, 11.51%, 10.55%, 10.28% y 1.87%, respectivamente;
mientras que en época hameda se alimenta de reptiles 30.06%, plantas
20.04%, aves 16.86%, artropodos 13.23%, gasterépodos 12.44% vy
mamiferos 7.39% (Figuras 9 y 10).
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Figura 9. Alimentos consumidos por el cacomixtle (Bassariscus astutus) en
bosque de cactdceas para la épocas seca y hiimeda.
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Figura 10. Alimentos consumidos por el cacomixtle (Bassariscus astutus) en
matorral xerdfilo para las épocas seca y hiimeda.
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Analisis estadistico

Al comparar la frecuencia de ocurrencia de los principales alimentos
consumidos por el cacomixtle entre los transectos mediante la prueba de
t de Student, se observa que en los siguientes alimentos no existe
diferencias significativas al obtener los siguientes valores; Prosopis sp
F=1.086, p=0.3217, Poaceae F=0.292, p=0.688, aves F=0.321, p=0.6595,
reptiles F=0.9414, p=0.3658 y Xilorites F=3.314, p=0.09348.

Comparando la frecuencia de ocurrencia entre las épocas (seca y
haimeda) del bosque de cactaceas los principales alimentos consumidos
por el cacomixtle mediante la prueba de t de Student, se observa que para
los siguientes alimentos no existen diferencias significativas al obtener los
siguientes valores; Poaceae F=0.4028 p=0.5414, aves F=1.109, p=0.3226,
reptiles F=2.794, p=0.142, Xilorites F=4.109, p=0.07475 y Mus musculus
F=0.352, p=0.5723, sin embargo, Prosopis sp fue el Gnico que presentd
diferencias significativas al registrar un valor de F=18.73, p=0.005064.
Para las épocas (seca y himeda) en el matorral xerdfilo, se observa que
en los siguientes alimentos no existe diferencias significativas al obtener
los siguientes valores; Poaceae F=0.2574, p=0.6244, aves F=0.6151,
p=0.4862, Xilorites F=0.8648, p=0.4118 y Chilopoda F=1.418, p=0.2984,
sin embargo, Prosopis sp fue el dnico que presentd diferencias
significativas al registrar un valor de F=9.699 y, p=0.01918.

DISCUSION

En el estudio realizado en el Jardin Botdnico Helia Bravo Hollis se
encontrd que Bassariscus astutus en bosque de cactdceas y en matorral
xerdfilo, se alimenta principalmente de material vegetal (31.73%),
seguido de reptiles (28.54%), aves (24.33%), artropodos (16.42%),
gasterépodos (12.77%), mamiferos (11.53%) y peces (1.10%), el consumo
de material vegetal es similar a lo registrado por Castellanos (2006), en
una vegetacion de matorral xerdfilo donde se alimenta con mayor
frecuencia de frutos (61.54%), seguido de artrépodos (34.62%),
mamiferos (17.31%) y aves (11.54%), sin embargo al tener ambas dreas
una vegetacion similar, en el presente estudio se encontraron algunos
alimentos diferentes como: reptiles, gasterépodos y peces.
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Nava et al. (1999) realizaron la comparacién de dieta entre épocas,
consideraron como grupo principal a los insectos tanto para época seca,
como humeda, a diferencia de lo registrado en el Jardin Botdnico Helia
Bravo Hollis, que para la época himeda fueron los reptiles 49.43% y en
época seca, fueron las plantas 27.65%, seguido de aves, artrépodos,
mamiferos, gasterépodos, el grupo de los peces sélo aparecieron en la
época seca. Los estudios antes mencionados se realizaron en matorral
xerdfilo, por lo que se esperaria que los resultados fueran similares, sin
embargo, existen factores como el impacto en el ecosistema que el hombre
ha provocado (Goémez, 1976) y la energia que los animales gastan al
consumir los alimentos (Morrison ef al., 1992), por lo que cada organismo
ha implementado estrategias para alimentarse (Susquist y Susquist 1989);
de acuerdo con Gémez (1976) y Susquist y Susquist (1989) se considera
al cacomixtle un mamifero oportunista, ya que consume alimentos
disponibles en su ambiente.

En el presente estudio se considera que el principal alimento del
cacomixtle fue la materia vegetal, al presentar una frecuencia de
ocurrencia del 15.86%, seguido de reptiles, aves y como alimentos
complementarios a los grupos de artrépodos, gasterépodos, mamiferos y
peces; sin embargo, autores como: Estrada-Coates y Estrada (1986);
Tavizon (1998); Jiménez (2008), consideran como alimentos principales
tanto la materia vegetal como los vertebrados pequeios.

Al realizar la comparacién de los resultados de la dieta de
Bassariscus astutus del presente estudio en una vegetacién de bosque de
cactiaceas y matorral xerdfilo, con lo obtenido por Rivera (2016) quien
trabajé en un matorral xerdfilo y bosque de pino-encino, registré especies
importantes como: Juniperus, aves y Oryzomys melanotis, siendo diferente
a lo registrado en el presente estudio donde Prosopis (45.23%), es
considerado el alimento mas importante al estar presente en todo el afio,
seguido de Solanum (20.79%) y Poaceae (17.23%). Servin y Huxley (1991)
hacen referencia a que los alimentos varfan de acuerdo a la zona esto
puede ser por la disponibilidad de los diferentes recursos de cada
ecosistema.

En una vegetacion de bosque tropical caducifolio, bosque de
Quercus con matorral secundario y pastizal inducido por actividad
humana, Castellanos (2006) concluyé que el cacomixtle tiene gran
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preferencia por el material vegetal (Prosopis levigata y Karwinskia
humboldtiana), seguido de mamiferos (Peromyscus melanotis y Neotoma
mexicana), siendo el consumo de artrépodos, aves y reptiles alimentos
complementarios, a pesar de que Bassariscus astutus consume los mismos
grupos, las especies registradas para cada estudio son distintas ya que
cada ecosistema tiene sus propias especies tanto vegetales como animales.

Gonzalez (1982) considera al cacomixtle como herbivoro al tener
tnicamente en su registro el consumo de material foliar, semillas de pifién
y frutos, por lo que difiere con el presente estudio, ya que se obtuvo en las
excretas una gran cantidad de componentes de las presas como: hueso,
pelos, plumas, escamas de reptil y peces, conchas, una gran variedad de
semillas y artrépodos, con base en estos resultados se puede considerar a
Bassariscus astutus como un mamifero omnivoro.

El cacomixtle a pesar de ser considerado como carnivoro, se
alimenta principalmente de frutos en un 31.73%, teniendo registros de
Prosopis, Sapotaceae, Solanum y Poaceae, por lo que coincide con Wilson
y Reeder (1993); You-Bing ef al. (2008), quienes aseguran que mamiferos
carnivoros grandes consumen grandes cantidades y variedades de frutos.
Dado a que Bassariscus astutus defeca una variedad de semillas, y no
afecta a su germinacidn, segan lo registrado por Fleming y Sosa (1994),
en este estudio Bassariscus astutus es considerado como un dispersor de
semillas al igual que controlador de plagas por consumir Mus musculus,
Rattus norvergicus y Melolonthinae.

Este organismo consume tanto plantas como animales, siendo un
organismo generalista y oportunista, debido a que no consume algtin
alimento exclusivo, ni estdn adaptados para comer una sola cosa,
coincidiendo con Herndndez (2018) y Rivera (2016) en considerar a
Bassariscus astutus como omnivoro generalista-oportunista.

Los principales componentes de la dieta de Bassariscus astuius en el
jardin botdnico Helia Bravo Hollis, para los dos tipos de vegetacidn,
fueron materia vegetal con 15.86%, reptiles con 14.27%, seguido de aves,
artropodos, gasteréopoda, mamiferos y peces como alimentos
complementarios.

Se registraron un total de 55 alimentos para los dos tipos de
vegetaciéon y no comparten los siguientes alimentos: Ligyrus, Carabidae,
Meloidea, Tatracha Diplopoda y Trox que solo se encontrd en bosque de
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cactaceas; en cambio para matorral xerdfilo dnicamente se encontré que
consume peces y Dasypus novemcintus.

Prosopis estuvo presente durante los 12 meses del afio y fue el
alimento mds consumido en ambos tipos de vegetacién con 39.11% en
bosque de cactdceas y 51.33% en matorral xerdfilo.

Prosopis, Poaceae y aves fueron los alimentos que estuvieron
presentes durante los 12 meses en bosque de cacticeas y matorral xerdfilo,
a diferencia de peces (marzo), Dasypus novemcintus (febrero) y
Pogonomymes babatus (septiembre).

Se concluye que la alimentacién de Bassariscus astutus es omnivora
al consumir en diferentes proporciones plantas, reptiles, aves, artrépodos,
gasteropoda, mamiferos y peces, por lo que podemos decir que es un
organismo oportunista, dispersor de semillas y controlador de especies.
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RESUMEN

Ampelocissus acapulcensis pertenece a la familia Vitaceae y en
México es considerada como una uva silvestre con un gran potencial
agroindustrial. Los estudios sobre la germinacién o propagacién sexual o
asexual de esta especie son escasos. El objetivo de este trabajo es
establecer las condiciones experimentales para la propagacion in vitro de
explantes con el uso de diferentes reguladores de crecimiento (RC) vegetal
de manera individual o combinada. En este trabajo se buscé establecer un
protocolo para la propagacién de manera in vitro de esta especie a través
de la organogénesis indirecta a partir de explantes de hoja de plantas
jovenes de A. acapulcensis. La combinaciéon de reguladores del
crecimiento mds efectiva para la induccién de callos a partir de explantes
de hoja de A. acapulcensis con respecto a los tratamientos control sin
fitohormonas, resultd ser 6-bencilaminopurina (BAP) en combinacién
Img de acido naftalenacético (ANA), BAP en combinacién con dcido 2,4-
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diclorofenoxiacético (2,4-D), y kinetina (KIN) en combinacién con 2,4-
D; siempre que las BAP y KIN mantengan una concentracién de 0.5, 1y
1.5 mg/l. Los resultados son de interés en la industria biotecnoldgica para
el desarrollo y crecimiento de células, explantes y organismos de A.
acapulcensis con utilidad en la industria vitivinicola y farmacéutica.

Palabras clave
Ampelocissus acapulcensis, vid silvestre, cultivo in vitro,
reguladores de crecimiento, diferenciacién vegetal

INTRODUCCION

El cultivo de tejidos vegetales o propagacion in vitro, es una técnica
que consiste en cultivar bajo condiciones estériles y artificiales, cualquier
tejido vegetal desde tallos, peciolos, hojas, yemas, raices y semillas
(Castillo, 2004), empleando un medio favorable para su diferenciacion,
desarrollo y crecimiento. Al finalizar el proceso, se obtiene una nueva
planta. El contenido de nutrientes en el medio de cultivo y los reguladores
de crecimiento (RC) o fitohormonas son igualmente relevantes para
obtener resultados favorables (Bathia y Bera, 2015). El cultivo de tejidos
vegetales se basa en la totipotencialidad o capacidad para dar origen a
cualquier tipo celular. Las células totipotenciales son las dnicas que
pueden regenerar no solo tejidos y 6rganos, sino que también cuentan
con la capacidad de regenerarse por completo (Yildiz, 2012).
Resumiendo, las técnicas del cultivo in vifro permiten el crecimientos y
diferenciacién de las células con wun control de los procesos
morfogenéticos, fisioldgicos y bioquimicos de las plantas.

La regeneracién de las plantas se puede lograr por organogénesis y
embriogénesis somadtica. Existen dos vias de organogénesis de una planta
la indirecta y la directa. La primera ocurre con la formacién de 6rganos
directamente a través del callo, a esto se le conoce como organogénesis
indirecta. La segunda es la via directa que consiste en la formacién de
brotes compuestos de yemas, tallos, peciolos y hojas, a partir de un tejido.
Es importante resaltar que, en la organogénesis directa, el tejido no
atraviesa por la etapa intermedia de formacién de callo. Por otra parte, la
embriogénesis somatica es el resultado de la formacién de embriones a
partir de células esporofiticas (cultivadas), lo que significa que en este
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proceso los embriones surgen indirectamente y tienen la capacidad para
desarrollar una planta completa (Bathia y Bera, 2015).

Uno de los aspectos importantes del cultivo in vitro es la
esterilizacion o asepsia de los tejidos vegetales, as{ como de los materiales
para su manipulacién. La asepsia evita la contaminacién de los cultivos
por microorganismos como bacterias y hongos. La propagacién de
plantas en condiciones in vitro se usa ampliamente y de forma exitosa con
fines comerciales en todo el mundo (Sanchez, 2018). El siguiente aspecto
importante del cultivo in vitro es el uso de reguladores de crecimiento o
fitohormonas.

Uso de reguladores de crecimiento (RC)

El uso de las fitohormonas o reguladores del crecimiento (RC) es
esencial en el proceso de diferenciacidn celular. Las auxinas promueven
la formacién de callos. Algunas auxinas de las mds comunmente
utilizadas en los medios de cultivo de tejidos vegetales son: acido indol-
3-acético (IAA), dcido indol-3-butirico (IBA), dcido 2.,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) y acido 1 naftaleneacético (NAA). Mientras
que las citoquininas mds comtinmente utilizadas en los medios de cultivo
son 6-bencilaminopurina o 6-benciladenina (BAP, BA), 6-de
dimetilaminopurina (2iP), N- (2-furanilmetil) -1-purina-6-amina
(cinetina), y 6- (4-hidroxi-3-metil-trans-2-butenilamino) purina
(zeatina). Por lo general, tanto la auxina como la citoquinina se agregan
a los medios de cultivo para obtener morfogénesis; sin embargo, las
cantidades que se usan con frecuencia varfan dependiendo de la especie
de planta que se desea cultivar (Alamgir, 2017). As{, por ejemplo, en
Papaya (Carica papaya) la auxina sintética dcido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D) resulto ser el mejor compuesto para la induccién de callo, a una
concentracion de 5 mg/L (Zhao et al., 2021).

Cultivo in vitro de Vitis vinifera.

Una de las especies con mayor aprovechamiento en la propagacién
vegetal y bajo condiciones in vifro para el mejoramiento de sus
caracteristicas es Vitis vinifera, que tiene una gran importancia
agrondémica y econémica por su fruto y su uso en la produccién del vino.
Vitis vinifera pertenece a la familia Vitaceae que incluye alrededor de 15
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géneros y casi 900 especies y se cultiva principalmente en regiones de
Furopa, Asia, Africa y América (Wen, 2007). Los primeros ensayos en
dormancia en V. vinifera fueron descritos por Kachru ef. al, en 1961.
Asimismo, han sido estudiados los efectos que tienen los diferentes
reguladores de crecimiento (RC) sobre los tejidos cultivados, asi como la
diferenciacién utilizando diferentes tejidos en los medios de cultivo (Diab
et al., 2011; Kinfe et al., 2017). También se han descrito los procesos de
diferenciaciéon para la obtencién de brotes y enraizamiento utilizando
diferentes concentraciones de RC (Kumsa, 2016 y 2017; Sanchez, 2018;
Stamp, 1990). No existe un protocolo general para la propagacion in vitro
de todas las variedades de V. vinifera, cada variedad responde de manera
diferente (Cavazos, 2017; Kurmi et al, 2011). El grado de respuesta
depende en gran medida del genotipo particular, el ambiente de cultivo,
el medio de cultivo, el tratamiento hormonal, asi como del tejido
cultivado (San Pedro ef al., 2017).

Sin embargo, hay un gran ntimero de especies de vid pertenecientes
a otros géneros de la familia Vitaceae conocidas en su mayoria como uvas
silvestres que han sido menos estudiadas, algunas de ellas tienen
caracter{sticas como mayor resistencia o tolerancia a plagas y
enfermedades y tienen gran importancia para el potencial mejoramiento
genético de V. vinifera (Das et al., 2002). En el estado de Puebla se han
reportado algunas vides silvestres (Vitis spp.), en particular en tres
regiones del estado: Teziutldn, Atlixco y Tehuacan (Mora-Franco et al.,
2008). Uno de los géneros que comprende algunas de las variedades de
uva silvestre alrededor del mundo es el género Ampelocissus que contiene
alrededor de 95 especies la mayoria distribuidas en Africa, Asia y Europa.
En América central hay cuatro especies de este género: Ampelocissus
acapulcensis (Kunth) Planch., Ampelocissus erdvendbergiana Planch,
Ampelocissus javalensis (Seem.) W. D. Stevens & A. Pool, y la especie
Ampelocissus  robinsonii Planch. El género se caracteriza por
inflorescencias sostenidas por un zarcillo, un disco floral prominente
generalmente con diez marcas lineales en su costado, y la frecuente
asociacion de pelos aracnoides oxidados en partes jovenes de la planta
(Chen y Manchester, 2007).

Estudios en el género Ampelocissus
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Existe solo un informe sobre el cultivo in vitro en el género
Ampelocissus el cual aborda solamente la induccién a callo a partir de
hojas y tallo, asi como un analisis de extractos metandlicos de las hojas y
los callos inducidos utilizando cromatografia gaseosa-espectrometria de
masa (GC-MS). Para la induccién a callo utilizaron medio Murashige y
Skoog y tres diferentes RG, 6-bencilaminopurina (BAP), acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) y acido naftalenacético (ANA), en diferentes
concentraciones y combinaciones de 2, 4-D (0.5, 1.0, 1.5,2.0 mg /1), ANA
(0.5, 1.0, 1.5, 2.0 mg / 1) y en combinacién 2,4-D + BAP (0.5 + 1.0, 1.0 +
1.0,1.0 +0.5, 1.5+ 1.0 mg / 1) y ANA + BAP (0.5 + 0.5, 0.5 + 1.0, 1.0 +
0.5, 1.0 + 1.0 mg / 1) obteniendo el mejor resultado con el medio
suplementado con BAP (0.5 mg /1) y ANA (1.0 mg /1) (Anand, 2018).

Otros estudios realizados en especies de este género van enfocados
a los metabolitos secundarios que produce la planta y su potencial
actividad bioldgica como antiinflamatorio, analgésico (Das et al., 2014),
antimicrobiano  (Pednekar y Raman, 2013), antioxidante y
anticancerigeno (Maheswari y Meerabai, 2018; Pettit et al., 2008;
Tamilarasi ef al., 2000; Zongo et al., 2010). No obstante, a pesar de que la
acciéon de los compuestos secundarios en la actividad microbiana y
antiinflamatoria han sido ampliamente estudiados, se desconocen las
condiciones para el establecimiento del cultivo in vitro del género
Ampelocissus.

Existe poca informacién sobre el cultivo in viiro en el género
Ampelociccus ya que solo se cuenta con informacién sobre Ia
diferenciacién a callo y no a la obtencién de brotes o nuevos individuos a
través del cultivo de tejidos. México cuenta con una gran diversidad de
especies frutales de manera silvestre entre las cuales hay una gran
cantidad de vides silvestres en el estado de Puebla y otros estados de la
Repablica. Una de ellas es la especie de uva silvestre Ampelocissus
acapulcenssis, conocida como Vitis acapulcensis. La especie Amphelocissus
tiene aprovechamiento y valor etnobotdnico en la regiéon mixteca del
estado de Puebla (Vidafia-Rodriguez ef al., 1996). Particularmente en la
regién de Jolalpan, Puebla, algunos pobladores emplean los frutos de la
vid en la elaboracién de vino (Comm. pers. Isaac Aguilar Bello, 12 de abril
de 2019). Asimismo, esta especie tiene usos en la alimentacién de los
pobladores de algunas regiones de México, las hojas se emplean en la
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preparacion de platillos con carne molida (Salomén-Castafio ef al., 2012)
y los frutos de esta vid silvestre tienen caracteristicas fisicoquimicas
propias, con un alto potencial futuro para su uso agroindustrial. En
general, practicamente no existe informacién sobre el aprovechamiento o
conservacidn de este género y especie en México.

El objetivo del presente trabajo consistié en establecer un protocolo
de cultivo in vitro para determinar las concentraciones de reguladores de
crecimiento (RC) para la obtencién de brotes de A. acapulcenssis
utilizando diferentes explantes de hojas jévenes y utilizando diferentes
RC como édcido naftalenacético (ANA), dcido indol-3-acético (IAA),
Acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4D), 6-bencilaminopurina (BAP) y
Kinetina.

MATERIAL Y METODOS
Descripcion de la especie de estudio

Ampelocissus acapulcensis pertenece a la familia Vitaceae. Es un
arbusto trepador que alcanza hasta 12 m de altura. Las flores del género
son poligamo-monoicas o bisexuales. Las ramas son cilindricas, con
lenticelas dispersas aracnoides o glabras; hojas simples de peciolos con
vellosidades aracnoides o glabras; ldminas subtriangulares, dpice agudo o
acuminado, margen dentado y base cordada; ldminas jévenes vilosas en
ambas caras, las hojas maduras son aracnoides y con pubérulas a lo largo
de las nervaduras prominentes en la superficie abaxial, papirdceas.
Inflorescencias grandes en paniculas condensadas a densas, corola de
pétalos rojos glabros, estambres rojos, ovario glabro. Las anteras son
sulcadas, amarillas; ovario rojo y glabro; estilete nulo, el estigma puntual
o discoidal. Las bayas color rojizas-moradas, subesféricas, parpuras, lisas
o con lenticelas oscuras esparcidas; semillas cordiformes, sulcadas
lateralmente, hilio agudo, rafe inconspicuo, calaza marcada (Figura 1).
Zarcillos ramificados dicotdmicamente, con un ramo en cada
ramificacién, curvo (Lombardi, 1997, tomado de Vazquez Astudillo,
2011).
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Figura 1. Frutos de A. acapulcensis (imdgenes tomadas por Isaac Aguilar-
Bello, 2019).

Obtencion del Material vegetal

Las primeras plantas para los ensayos de aclimatacién en el
invernadero de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla y fueron
donadas por el C. Abraham Isaac Aguilar Bello. Las plantas procedieron
del municipio de Jolalpan, Puebla, en donde crecen de manera natural
(Figura 2). Posteriormente, el C. Abraham doné aproximadamente 200
semillas a partir de las cuales se realizaron las pruebas de germinacién y
la obtencién de las plantas empleadas en el cultivo in vitro.
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Figura 2. Plantas de A. acapulcensis utilizadas en este estudio y creciendo en
el invernadero.

Condiciones para el cultivo in vitro

La preparaciéon de 1 L de medio MS, consistié en pesar 4.43 g de
medio MS basal medium (Sigma-Aldrich) y 20 de Sacarosa en una
balanza analitica de la marca Witeg (modelo WBA 220). El medio MS y
la sacarosa se colocaron en un vaso de precipitado de 1000 ml al cual se
le agregaron 800 ml de agua tridestilada y el vaso se coloc6 sobre una
placa de calentamiento con agitacién magnética (marca Witeg Germany
Labortechnik GmbH, modelo MaXterile 47, Korea) para que se
disolvieran el medio MS y la sacarosa. Una vez disueltos el medio MSyla
sacarosa, se agregaron diferentes combinaciones y concentraciones de
hormonas y se ajusté el pH a 5.78 £ 0.01 y se afor6 a 1 L. Finalmente, se
agreg6 2.5 g/L de phytagel (Sigma-Aldrich). El medio fue calentado en un
horno de microondas hasta disolver el phytagel completamente y 25 ml
de medio fueron vertidos en frascos tipo Gerber de vidrio y cubiertos con
tapas Magenta B-Cap (Sigma- Aldrich). Las tapas Magenta B-Cap cuentan
con canales especiales que permiten el intercambio gaseoso. Los medios
fueron esterilizados a 121 °C o 1 Kg/cm-2s-1 durante 15 minutos en
autoclave (marca Witeg Germany Labortechnik GmbH, modelo
MaXterile 47, Korea).

Preparacion de reguladores de crecimiento (RC)

Se utilizaron 5 reguladores de crecimiento (fitohormonas u
hormonas vegetales) para inducir la diferenciacién del tejido vegetal: 3
auxinas: dcido naftalenacético (ANA por sus siglas en espafiol y NAA por
sus siglas en inglés), dcido indol-3-acético (AIA por sus siglas en espaiiol
y IAA por sus siglas en inglés) y acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D); y
dos tipos de citoquininas: 6-bencilaminopurina (BAP por sus siglas en
espafiol, BA por sus siglas en inglés) y kinetina. Todos los reguladores
eran de la marca Sigma-Aldrich. La solucién de acido giberélico (AG) se
prepard a partir de Activol al 40% de GA, de venta comercial.
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La solucién de acido giberélico se prepard a partir de 2.5 g del
producto comercial marca Activol (40% AG) y se disolvié en 100 ml de
etanol absoluto, para obtener una concentracién Stock de 10 mg/ml.
Posteriormente, 1 ml de la solucién Stock obtenida se disolvié en 10 ml
de agua para obtener una solucién de trabajo a una concentracién final
de 1 mg/ml, la cual se almacend a 4°C hasta su utilizacién.

Seleccidn del material y desinfeccién

El material vegetal que se utilizé en el presente trabajo consistié en
hojas de Ampelocissus acapulcensis. Las hojas que se utilizaron fueron
hojas nuevas, de la segunda y tercera en la posicién de la filotaxia. Se
selecciond el tejido vegetal que presentaba mayor tamafio y color verde
claro. Las plantas crecieron en los invernaderos de la Benemérita
Universidad Auténoma de Puebla (BUAP) a temperatura ambiente.

El proceso de desinfeccién del material vegetal se realizd en la
campana de flujo laminar previamente esterilizada con alcohol al 70% e
incidencia por 15 minutos de luz ultravioleta. El tratamiento de
desinfeccién constd de los siguientes pasos: 1) el material vegetal se
sumergi6é en un frasco de vidrio estéril con etanol al 70 % durante 30
segundos, posteriormente, 2) el material vegetal se traspasé con pinzas a
la solucidn de cloro al 10 % donde se mantuvo durante 10 minutos; 3) una
vez transcurrido el tiempo en la solucion de cloro, el material vegetal se
tomé con unas pinzas estériles y se traspasé a un frasco de vidrio con
agua tridestilada estéril para enjuagar, permaneciendo las hojas inmersas
durante diez minutos. Este proceso de enjuague se repitié dos veces mas
para un total de tres enjuagues.

Siembra de los explantes

Las hojas cortadas y desinfectadas se manejaron dentro de la
campana de flujo laminar. Una vez que se decanté el altimo enjuague el
material se mantuvo en un frasco de vidrio hasta su siembra.
Posteriormente con ayuda de pinzas, bisturi y una placa de vidrio,
previamente esterilizados, se tomé cada hoja con las pinzas y se colocé
sobre la placa de vidrio para separar la parte del peciolo con ayuda del
bisturi y se procedid a hacer cortes de hoja de aproximadamente 1 cm?.
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Los explantes de hoja se sembraron en medio MS con diferentes

combinaciones de fitohormonas vegetales obteniendo un total de 8

tratamientos: A, B, C, D, E, F, G y H, mas el grupo control. Cada

tratamiento tuvo 4 diferentes concentraciones (Cuadro 1).

Tratamiento/ combinacién

Concentracién (mg/1)

Concentracién (mg/1)

de reguladores de de citocinina de auxina
crecimiento (RC)
Control ninguna ninguna
A 0.5 mg/l de BAP 1 mg/l de ANA
1 mg/l de BAP 1 mg/l de ANA
1.5 mg/l de BAP 1 mg/l de ANA
2 mg/l de BAP 1 mg/l de ANA
B 0.5 mg/l de BAP 1 mg/l de AIA
1 mg/l de BAP 1 mg/l de AIA
1.5 mg/l de BAP 1 mg/l de AIA
2 mg/l de BAP 1 mg/l de AIA
C 0.5 mg/l de BAP 1 mg/l de 2,4-D
1 mg/l de BAP 1 mg/l de 2,4-D
1.5 mg/l de BAP 1 mg/l de 2,4-D
2 mg/l de BAP 1 mg/l de 2,4-D
D 0.5 mg/l de BAP
1 mg/l de BAP
1.5 mg/l de BAP
2 mg/l de BAP
E 0.5 mg/l de KIN 1 mg/l de ANA
1 mg/1 de KIN 1 mg/l de ANA
1.5 mg/l de KIN 1 mg/l de ANA
2 mg/l de KIN 1 mg/l de ANA
F 0.5 mg/l de KIN 1 mg/l de AIA
1 mg/1 de KIN 1 mg/l de AIA
1.5 mg/l de KIN 1 mg/l de AIA
2 mg/l de KIN 1 mg/l de AIA
G 0.5 mg/l de KIN 1 mg/l de 2,4-D

1 mg/l de KIN
1.5 mg/l de KIN
2 mg/l de KIN

1 mg/l de 2,4-D
1 mg/l de 2,4-D
1 mg/l de 2,4-D
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H 0.5 mg/l de KIN
1 mg/1 de KIN
1.5 mg/l de KIN
2 mg/l de KIN

Cuadro 1. Tratamientos aplicados para la induccién a la formacién de callos
a partir de explantes de hoja.

Los fragmentos de hoja y peciolo de aproximadamente 1 cm?, fueron
sembrados en los frascos respectivos con cada uno de los tratamientos
arriba mencionados. Se sembraron seis frascos por cada tratamiento
colocando 4 a 6 explantes en cada frasco (Figura 3). Los explantes fueron
incubados en la ciamara de crecimiento la cual fue adaptada en el
laboratorio incorporando, un sistema de iluminacién led, con lamparas
que emiten luz roja yazul del espectro visible (marca BNSDMM, 45 Watts,
drea deirradiaciéon: 2 M/ 0.8m?). Laluz azul permite que crezcan las hojas
verdes y la luz roja favorece la floracion. Se adaptd un control inteligente
de Temperatura Digital (Shenzhen Meihang Technology, modelo
MHI1210W, China) para mantener una temperatura constante de 32 °C
durante el dfa y 22 °C durante la noche y con un fotoperiodo de 16 horas
luz y 8 horas de oscuridad (mantenido por un reloj electrénico digital
(marca JA para Riel DIN, modelo JA-1670, China). El cambio de medio
de los explantes se realizé cada 15 dias para evitar la contaminacién y
estrés oxidativo de las explantes sembrados en el medio MS. Al finalizar
45 dias, después de la siembra inicial de los explantes, se procedié a medir
la longitud y ancho alcanzado para cada uno de los callos empleando un
vernier digital (OBI, modelo 215140, precisiéon 0.01 mm). Unicamente se
realizé una medicién de los callos al termino de los 45 dias de
crecimiento.
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Figura 3. Explantes de hoja sembrados en medio MS suplementado con

diferentes reguladores de crecimiento.

Analisis estadistico de los datos

El analisis del largo y ancho de los callos alcanzados por los
tratamientos se realizé por un andlisis de varianza (ANOVA) El largo de
la induccidn a callo final se expresé como la media £ error estandar (EE)
para todos los tratamientos utilizados. Se empleé una ANOVA de una via
para identificar si habfa una diferencia significativa en la induccién de
callos entre los tratamientos respecto al grupo control, encontrando una
diferencia significativa (P < 0.05). Posteriormente, se empleé una
ANOVA de dos vias para contrastar el efecto de la combinaciéon de
fitohormonas (tratamientos A, B, C, D, E, F y G) vs. la concentracién
empleada. Se realizé la prueba HSD de Tukey para comparaciones
multiples para determinar diferencias significativas entre los tratamientos
y entre concentraciones (P < 0.05). El largo y ancho obtenido de la
induccidn a callo final se expresé en los graficos como la media + error
estaindar (EE) para todos los tratamientos utilizados. Los andlisis
estadisticos se realizaron con dos programas estadisticos: 1) programa R
(versién 3.6.1, 2019-07-05, Copyright © 2019. The R Foundation for
Statistical Computing, Vienna, Austria, URI, https://www.R-project.org,
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accesado en junio 2022) y con el programa JMP (versidn 10, SAS Institute,
Cary, NC, USA).

RESULTADOS

Efecto de las combinaciones de reguladores de crecimiento
(RC) y el uso de diferentes concentraciones en la

diferenciacién a callo.

La transicion de hojas a callos se comenz¢ a notar a partir del dia 21
después de la primera siembra en todos los tratamientos. Al termino de
45 dias se tomaron los datos finales de la longitud de los explantes.

Se probd el uso de una tnica concentracién 1mg/L de BAP y
kinetina por separado (tratamientos D y H) para la transformacién de
explantes de hoja a callos, pero en ambos medios de cultivo no se
originaron callos, lo mismo sucedié en el grupo control de este
experimento. La comparacidn estadistica mediante ANOVA de dos vias
mostré primeramente un efecto significativo en alguno de los
tratamientos y en al menos una de las concentraciones (F 05 (1,439 =
5.1905, P < 0.0001). Cabe resaltar que el ANOVA se realizé tinicamente
con los tratamientos que combinaron auxina y citocinina: tratamientos A,
B, C, E, F y G. Asimismo, las comparaciones estadisticas al interior de
cada uno de los dos factores (tratamiento por combinacién de
fitohormonas y su concentracién), mostraron efectos estadisticamente
significativos en cada factor, asi como para la interaccién (Cuadro 2). Por
lo tanto, a longitud de los callos formados varié en tamafio de acuerdo
con las diferentes combinaciones de auxina y citocinina empleada y con
la concentracidén que se aplic6 (Figura 4, cuadro 2). Asimismo, el efecto
significativo de la concentracion depende del tipo de tratamiento
empleado, es decir de la interaccién (Cuadro 2).

El analisis a posteriori (prueba de Tukey) indicé que los
tratamientos A, Cy G producen los callos de mayor longitud al final de
la medicidn, seguido de los tratamientos B y E. Finalmente el tratamiento
F produjo los callos mas pequefios al realizar la medicién (Figura 5). Cabe
mencionar que algunos explantes de los tratamientos E y F se dejaron por
quince dfas adicionales y se observé que los callos continuaron creciendo,
aunque no alcanzaron la misma talla de los explantes en los tratamientos
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A, B v G, el crecimiento fue visiblemente menor. De tal forma que
posiblemente los tratamientos E y F actdan con una menor velocidad
sobre los explantes. Los explantes en el tratamiento control mostraron
nula diferenciacion.

Asimismo, el analisis a posteriori (Tukey-Kramer) para las cuatro
concentraciones, indicé que las concentraciones 1, 2 y 3 producen la
mayor longitud de callos (0.5, 1.0 y 1.5 mg/l) en contraste con la
concentracién 4 (2 mg/l) que produjo los callos de menor longitud
(Figura 6).

Cabe resaltar que el tamafio del callo obtenido y medido durante la
diferenciacién  corresponde tnicamente a tejido diferenciado
completamente; es decir, el drea correspondiente a la hoja ya no fue
perceptible como hoja, sino como tejido diferenciado.

Cuadro 2. ANOVA de dos vias (tipo II, modelo desbalanceado). Se
contrastaron seis tratamientos (A, B, C, E, I y G) y cuatro concentraciones (0.5, 1,
1.5y 2 mg/L de citocinina con 1 mg/l de auxina).

Efect Grados de Suma de F P
ecto
libertad cuadrados

Tratamiento 5 15.1416 14.8518 <.0001*
Concentracion 3 4.3490 7.1097 0.0001*
Tratamiento x

o, 15 6.2753 2.0518 0.0113*

concentracion
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Figura 4. Se muestra la respuesta en algunos de los tratamientos con mayor
desarrollo de callos (letra a y b, tratamientos A y G, respectivamente) y tratamiento
con baja respuesta (letra c, tratamiento F). En contraste, el control no mostré
diferenciacién alguna de tejido ante la falta de fitohormonas, de acuerdo con lo

indicado en cuadro 1.
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Longitud del callo {cm)

A B Cc E F G
Tratamientos

Figura 5. Efecto de la induccién de explantes de hoja a callo cultivados en
medios MS suplementados con dos citocininas BAP (Tratamientos A, B, C) y KIN
(tratamientos E, I G) combinados con 1 mg/L de ANA (tratamientos A y E), AIA
(tratamientos B y F) y 2, 4-D (tratamientos C y G). El ANOVA de dos vias mostré
diferencia significativa entre los tratamientos (P < 0.05). Se realizo la prueba a

18

16

a a a
i . b
14-
12-
10
08
08"
04
02-
e 1 2 s &

Concentraciones
posteriori de Tukey-Kramer, letras diferentes indican diferencias estadisticas.

Longitud del callo {(cm)

Figura 6. Efecto de la concentracién en la diferenciacién a callo a partir de
tejido foliar. Posterior al efecto significativo de la concentracion en el ANOVA de
dos vias, se realizo la prueba de Tukey-Kramer. Letras distintas indican diferencias
significativas. Donde: 1) 0.5 mg/l, 2) 1 mg/l, 3) 1.5 mg/l y 4) 2 mg/l de la citocinina
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(BAP o KIN), de acuerdo con los tratamientos y concentraciones indicados en el
Cuadro 1.

DISCUSION

La diferenciacién a callo mediante cultivo in vitro del género
Ampelocissus estd poco estudiada. Los actuales estudios en el género
provienen de la parte de Asia y se basan en el aprovechamiento de los
compuestos bioactivos que las plantas contienen para uso medicinal. El
unico estudio registrado para la diferenciacién a callo de este género se
realizé en la especie Ampelocissus latifolia utilizando una citocinina BAP
y dos auxinas ANA y 2, 4-D por separado y en combinacién, obteniendo
un mejor resultado para la obtencién de callos a partir de explantes de
hoja con la combinacién 0.5 mg/L de BAP+ 1mg/L de ANA (Anand et al.,
2018). De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente estudio, se
confirmaron los resultados encontrados por Anad y colaboradores, el
tratamiento A (BAP con ANA) en la concentracién 1, fue uno de los
tratamientos que produjeron callos de mayor longitud en A. acapulcensis.

Los resultados en este estudio mostraron que la formacién de callos
a partir de explantes de hojas en A. acapulcensis se vio favorecida en
cuatro combinaciones de reguladores del crecimiento (RC) o
tratamientos (BAP+ANA, BAP+AIA, BAP+2,4-D, KIN+2,4-D).
Asimismo, hubo un efecto de las concentraciones de BAP y KIN a 0.5, 1,
1.5 y en menor grado 2 mg/l en combinacién con 1mg/l de ANA, AIA y
2,4-D, siendo en ésta altima concentracién, que la longitud de callo fue
significativamente menor con respecto a las otras tres concentraciones.
Ozden y Karaaslan (2011), mencionan que concentraciones bajas de BAP
tienen un papel clave en la proliferacién y el crecimiento de los callos en
la uva (Vitis vinifera L. cv. ‘Bogazkere) en combinacién con auxinas, y que
el aumento en las concentraciones de BAP no tuvo una diferencia con el
aumento de tamafio en los callos, lo que concuerda con lo encontrado en
este experimento para la concentracién de 2mg/1. Por otra parte, Diab et
al., (2011) reportan que la kinetina tiene un efecto menor en el
crecimiento de callos en comparacion con BAP. Los resultados en el
presente estudio muestran que tanto BAP como kinetina pueden tener un
buen efecto en la diferenciacidn, dependiendo de la combinacién con las
auxinas ANA y 2,4D.
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Los tratamientos E y F, y que contenian kinetina, mostraron los
callos de menor longitud. Sin embargo, observamos que al dejar los
tratamientos E y F por un tiempo mayor, contindo el desarrollo de los
callos; aunque al final el tamafio obtenido fue menor al que tuvieron los
callos en los tratamientos con mejor respuesta (A, By G).

Asimismo, las combinaciones de RC utilizadas en este experimento
coinciden con otros trabajos. Pehlivan y colaboradores (2017)
encontraron que la combinacién de 0.5 mg/l de BAP + 1 mg/l de 2,4-D
tiene un mayor efecto en la inducciéon de callos en explantes de disco
foliar en ‘Sultana’ Vitis vinifera L. Asimismo, en otros estudios se
menciona que el aumento en la concentracién de 2,4-D y la disminucién
de BAP favorece tanto el tamafio como el nimero de callos producidos a
partir de explantes de hoja (Khan et al., 2015). En el presente estudio, la
utilizacién aislada de diferentes concentraciones de las citocininas BAP, y
KIN, asi como la ausencia de cualquier RC en el medio MS (control), no
mostraron ningun grado de diferenciacién en los explantes. Sin embargo,
en otros experimentos en plantas del género Vitis, si se han reportado la
obtencién de callos utilizando Gnicamente medio de cultivo sin RC y
utilizando tnicamente citocininas. Jaskani y colaboradores en 2008
obtuvieron callos en la variedad de uva Perlette (Vitis vinifera L.)
utilizando solamente BAP, obteniendo hasta un 80% y 50% de callos
utilizando BAP a 5 uM y 10 uM para explantes de tallo, mientras que en
segmentos nodales no se diferenciaron en ningan tratamiento. En otro
estudio donde se utilizaron tallos jévenes de la variedad de uva Shiraz
(Vitis vinifera L.), pudieron obtener un 60% de callos sin RC en medio de
cultivo WPM (Woody Plant Medium) y un 40% de callos en medio WPM
con BAP en una concentracidon de 1 mg/l (Arieswari ef al., 2018), por lo
que la obtencién de callos inducida con citocininas depende mucho del
explante utilizado, ya que en los tallos de las plantas puede haber una
mayor cantidad de RC enddgenos, en comparacidén con las partes de la
hoja, lo cual puede estar involucrado la induccién a los callos (Abido et
al., 2013; Amiri et al., 2019). En el presente estudio, no se emplearon
tallos, unicamente hojas, aunque no se descarta un posible efecto positivo
en la produccion de callos a partir de tallos empleando las fitohormonas
BAP y kinetina. No obstante, observamos que la diferenciacién obtenida
para los tratamientos D (BAP) y H (kinetina) solos, es decir sin auxina,
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tuvieron nula diferenciacién en ambos tratamientos. Posiblemente, estas
diferencias son particulares para cada especie involucrada. Vitis y
Ampelocissus son géneros que pertenecen a la misma familia, Vitaceae;
sin embargo, posiblemente existen diferencias a nivel de género en la
respuesta a las distintas fitohormonas.

Los resultados de esta investigacion tienen alcance en estudios con
aplicacién biotecnoldgica, en el mejoramiento de las especies de la familia
Vitaceae y en particular en el aprovechamiento del género Ampelocissus.
Las uvas de la vid silvestre A. acapulcensis son grandes, y con astringencia
alta, esta propiedad se refleja en la produccién de vino local. Aunado a
ello, 1a especie A. acapulcensis tiene una muy baja tasa de reclutamiento
por la via sexual. Los resultados muestran que existe una posibilidad en
el uso de fitohormonas para aumentar el namero de organismos mediante
técnicas de cultivo in vifro, asi como el empleo de distintas combinaciones
de fitohormonas y a diferentes concentraciones.

CONCLUSIONES

El resultado del andlisis estadistico mostré que la exposicién a
distintas combinaciones de citoquininas (BAP y Kinetina) en
combinacién con diferentes auxinas (ANA, AIA y 2,4-D) afecta
significativamente la longitud de los callos. Los medios de cultivo
adicionados con BAP en combinacién con ANA y 2,4-D, asi como,
kinetina en combinacién con 2,4-D mostraron el mayor efecto en la
diferenciacién a callo en explantes de hoja después de los 45 dias de
incubacidn, rebasando los 1.5 cm de longitud en promedio.

Las concentraciones de 0.5, 1, 1.5 mg/l de BAP y KIN en
combinacién con 1mg/l de ANA, AIA 2,4-D desarrollan callos de mayor
longitud en una primera fase de la formacion de callos.

El uso de reguladores de crecimiento empleados en la diferenciacién
y obtencién de callos de A. acapulcensis es efectiva para lograr la
propagacion asexual por métodos indirectos.
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RESUMEN

Se realiza un estudio bibliografico de los diferentes procesos de
inoculacién del maiz con el hongo parasito denominado como
huitlacoche (Ustilago maydis). El huitlacoche es un hongo basidiomycete
del maiz de tipo reproductivo heterotdlico bifactorial tetrapolar
oportunista que infecta el mafz. Desde tiempos prehispanicos se ha
utilizado como alimento y en la actualidad se han encontrado varias
propiedades nutricionales y medicinales, por lo que es de suma
importancia en la produccién de hongos comestibles. Por todo esto, es
importante llevar a cabo una recopilaciéon de la informacién necesaria
desde el punto de vista documental para enlistar una metodologia
asertiva para la produccion de este hongo. Con este trabajo se concluye
que el mejor método de propagacién es por medio liquido, utilizando la
inoculacién por inyeccion después de los 5 dias de haber brotado el elote,
siendo los maices criollos y dulces los mas susceptibles para la produccién
de huitlacoche.
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INTRODUCCION

El huitlacoche o también conocido como carbdn del maiz (Ustilago
maydis) es un hongo pardsito del maiz. Este hongo se ha consumido
tradicionalmente como alimento o condimento desde tiempos
prehispanicos. Ademds, se prepara de diversas formas y es agradable al
paladar. Es muy comutn encontrarlo en el mercado ya sea fresco o
procesado.

Actualmente la demanda de este hongo ha aumentado
considerablemente, tanto en el dmbito nacional como internacional. En
Estados Unidos, donde ha adoptado una gran cantidad de nombres como
“Hongo del maiz”, “Trufa Mexicana”, “Caviar Azteca” o “Maizteca”
(Pataky, 1991), presenta una gran demanda. Por lo que, los productores e
investigadores se han dado a la tarea de buscar diferentes alternativas,
para la produccion de este hongo. Sin embargo, muchas de las propuestas
presentadas en dichos trabajos, representan altos costos y son de dificil
acceso. Por lo que, los productores de escasos recursos no siempre suelen
tener los resultados esperado debido la falta de informacién. Estos
métodos de induccién aan siguen siendo rudimentarios, como es el caso
de la aspersidn de teliosporas sobre los elotes en etapa inicial en campo.

Por otro lado, a pesar de que existen algunos métodos para mejorar
los resultados en la infeccidn, estos son caros y necesitan de instalaciones
con condiciones relativamente estrictas y costosas para manipular este
hongo.

Por ello, el objetivo de este trabajo fue realizar una recopilacién
literaria, clasificacion y descripcion de diferentes técnicas y estrategias
para la produccién de “Huitlacoche” (U. maydis), dando a conocer la
estrategia que permita brindar una mejor viabilidad en la produccién de
este producto. De manera paralela, brindar una tecnologia sencilla y
factible de emprender y producir huitlacoche.

ANTECEDENTES

El reino Fungi presenta una amplia biodiversidad cuyas actividades
ecoldgicas son cruciales en todos los ecosistemas, reflejandose en la gran
variabilidad morfolégica que presentan. Son organismos eucariontes
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filamentosos heterdtrofos, presentan crecimiento apical, no poseen
clorofila, presentan reproduccién asexual y sexual por medio de esporas,
su pared celular estd constituida por quitina o celulosa (Herrera y Ulloa,
1998), cuya clasificacién es cambiante frecuentemente, por lo que son
considerados polifiléticos (Aguierre- Acosta et al., 2014).

Los hongos desempefian un papel importante asegurando el
funcionamiento equilibrado de los ecosistemas, el cual es imprescindible
para el desarrollo de plantas, animales y otros organismos (Piepenbring y
Cdceres, 2019). Los hongos patégenos de plantas llevan a cabo una serie
de estrategias para evitar las respuestas de defensas de la planta y necrosar
rapidamente a las células; dentro de estos, uno de los grupos mds
importantes son los basidiomicetos (Camarena, 2001).

La clase de los basidiomycetes agrupa los hongos mads
evolucionados, donde estdn algunos de los patdégenos de plantas mas
importantes. En esta clase se caracteriza por la formaciéon de basidios,
estructuras tubulares o en forma de clava y sus esporas sexuales o
basiodiosporas (Islas, 1994).

Ustilago maydis es un hongo basidiomicete que pertenece a los
Ustilaginales, los cuales son un grupo de hongos fitopatégenos (Ruiz,
2008), es el agente causante de la enfermedad que produce el huitlacoche,
una enfermedad exclusiva del maiz (Zea mays L.) (Ruiz, 2008). De igual
forma, la variedad del maiz es un factor para que el hongo se desarrolle,
siendo el maiz dulce el mas susceptible (Christensen, 1963: Vanegas,
1995). Las agallas albergan una masa oscura, pulverulenta de teliosporas
conocidas como esporas del carbédn (Banuett, 1992). Esto ocasiona un
retraso en el crecimiento de las plantas de Z. mays provocando un bajo
rendimiento en la produccidén, y consecuentemente, generando
importantes pérdidas econémicas (Martinez-Espinoza et al., 2002). En
México el hutlacoche no representa una plaga, ya que tiene un valor
comercial, dando su uso en la gastronomia local del pafs. Por lo que este
organismo se ha destacado tanto en el ambito comercial como cientifico
para producirlo de manera sistematica, debido a sus caracteristicas
sensoriales, nutricionales y medicinales (Ruiz, 2008).

Ustilago maydis es un hongo polimérfico, ya que presenta dos
formas durante su desarrollo, la primera de ellas es la forma haploide, la
cual es unicelular y no es patdégena, mientras que la segunda forma es
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dicaridtica, filamentosa y requiere de un hospedero para su “crecimiento”
(Klosterman, 2007). De tal forma que durante su ciclo de vida se
distinguen dos fases: la primera es saprofitica de crecimiento
levaduriforme haploide, se reproducen por gemacién (también llamadas
esporidias) y una segunda como invasor con desarrollo del micelio, es
decir, el hongo crece en forma de hifas dicaridticas, las cuales tinicamente
se desarrollan en el interior del huésped. Esta fase inicia con el
apareamiento de dos células compatibles cuyo loci es de apareamiento
sexual a y b. El acercamiento de estas células compatibles genera un
bloqueo de la gemacién y formacién de filamentos delgados, los cuales
son tubos de conjugacién. Estos se atraen por acciéon quimiotrépica para
luego fusionarse en el extremo apical formando el micelio dicaridtico
infeccioso, el cual crece hasta invadir al huésped a través de los estomas,
6rganos florales o por medio de la formacién de un aprensorio (Caltrider
y Gottlied 1965; Banuett y Herskowitz, 1996; Kimper ef al., 2006); y
finalmente dara la formacién de agallas de una coloracién negra (Agrios,
2005).

Recientemente, el huitlacoche ha sido considerado como un cultivo
alternativo debido a su popularidad como alimento, incluso se ha
introducido en la alta cocina, por lo que, se ha generado un incremento
en su aceptabilidad, esto se podria deber, por un lado, a su alto valor
nutricional, pero principalmente, por su excelente sabor (Martinez et al.,
2008). Ademas de su importancia econémica, ya que su costo va de 40-
140 pesos por kg (Central de Abastos de la Ciudad de México, 2007).

El huitlacoche es un alimento con un alto valor nutricional por su
contenido proteico (10-20 %), su rico contenido de carbohidratos (55.1-
66.5 %), fibra (16.0-23.5 %), bajo contenido de grasas (1.6-2.3 %), aunado
a sus propiedades antioxidantes (Valdez et al., 2009; Judrez et al., 2011);
los cuales resultan mejores comparados con los granos de maiz sin
infeccién con tan solo 9% de contenido proteico y una mayor
concentracién de grasas del 5% (Departamento de Agricultura de los
Estados Unidos, 2016).

El aumento de la demanda de huitlacoche en el pais y en el
extranjero ha motivado el desarrollo de tecnologias cientificas que
conduzcan a la producciéon masiva de este hongo. Sin embargo, el
huitlacoche para consumo y comercializacidén, en gran medida sigue
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siendo recolectado de campos de maiz, donde se presenta la infeccién de

forma fortuita sin ningtn procedimiento técnico establecido, y la cual es

menor al 5% del total de los cultivos de maiz (Ruiz, 2008). Por ello, es

importante implementar y desarrollar técnicas de investigacidn factibles

de realizar directamente en campo.

Este trabajo se realizdé mediante un andlisis de diferentes

documentos cientificos, enlistando los métodos utilizados desde las

primeras técnicas en la inoculacién de U. maydis, hasta los métodos

reciente y con mejor infectividad en el maiz. Dividido en diferentes

apartados dependiendo la técnica de inoculacién y modo de obtencion de

teliosporas y basidiosporas hasta los métodos efectivos de inoculacidén:

1.

Aislamiento y crecimiento en medios de cultivo.
Seleccion de cepas
Inoculacién por espolvoreo de teliosporas.
Inoculacién por inyeccidn.
Inoculacién en maices criollos.
Inoculacién en maices hibridos.
Asi mismo, se realizd una base de datos de los documentos

publicados a partir del 2010.

Cuadro 1. Documentos revisados de 2010 al 2020

Autor- autores Afo Nombre del articulo
José Madrigal-Rodriguez, 2010 Ensayo de producciéon de Huitlacoche
Clemente Villanueva- (Ustilago maydis Cda.) hidropdnico en
Verduzco, Jaime Sahagan- invernadero.

Castellanos, Marcelo Acosta

Ramos, Lauro Martinez-

Martinez, Teodoro Espinosa

Solares.

Jiménez, O. M. K 2013 Proyecto de produccién de indculo de
huitlacoche (Ustilago maydis) con fines
comerciales.

Escalante Pérez, C. 2013 Estudios de la reaccidon del maiz al

huitlacoche con fines de planificaciéon
de la cosecha.
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Moncada, A. D., Cervantes, G. 2014
M. A.

Aguayo Gonzalez, D. J. 2016
Gonzalez Trinidad, C. 2016
Gdmez-Dominguez, V. 2018

Escalante-Pérez Verduzco, C. 2020

Aislar teliosporas de U. maydis para
encontrar cepas patogénicas para
producir huitlacoche.

Produccién de huitlacoche (Ustilago
maydis (DC) Corda) en el Estado de
Aguascalientes.

Produccién de huitlacoche por
induccidén de la infeccién en maiz con
Ustilago maydis bajo condiciones
controladas.

Evaluacién de inéculos de Ustilago
maydis en maices de la regién de
Acatzingo, Puebla para la produccién de
huitlacoche

Dindmica de la cosecha de huitlacoche
(Ustilago maydis cda.) en nueve hibridos

comerciales de maiz

1. Aislamiento y crecimiento en medios de cultivo

El aislamiento y manejo de cepas es de suma importancia en la
inoculacién de huitlacoche, ya que de esto dependera la eficiencia en la
infeccidn del elote. El inoculante adecuado para el desarrollo de agallas
debe cumplir con los requerimientos nutricionales y condiciones que el
hongo necesita, estos medios requieren de azucares necesarios en la
nutricidon de U. maydis. Los medios que cumplen con los requerimientos
para el cultivo de son: papa dextrosa agar (PDA), extracto de malta y agar
(EMA) (Sihuanca, 2011), caldo dextrosa y papa (PDB) y algunos medios
no convencionales, como el uso de algunas harinas.

En las harinas se presentan almidones que son polisacaridos, el
hongo libera enzimas degradadoras de estos, obteniendo subproductos
como la glucosa que es consumida con mayor facilidad por elhongo (Leal,
1996). Por lo tanto, el medio donde se han inoculado teliosporas y
basidiosporas es en papa dextrosa (Leal, 1996) y agar (Valdez, 2009), el
primero es un medio liquido y el otro, un medio semisélido para el
aislamiento de cepas. Los medios con harinas de maiz y de papa, son mds
econdmicos en comparacion con otros medios de cultivo (Leyva, 2004).
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Ademads de que cumplen con los requerimientos nutricionales necesarios
para estos hongos.

En el aislamiento de cepas a través de teliosporas se obtienen de
agallas secas, trituradas, tamizando con maya de 80 mm y germinadas en
medio de cultivo papa dextrosa y agar (Leal, 1996). Las cepas, se obtienen
a través de métodos fisicoquimico (filtracion, centrifugacidn, gradiente
de concentracién con NaCl, y el uso de CuSO, al 1% como bactericida),
utilizando un medio liquido de extracto de maiz (Gonzdlez, 2016).

Otro método de obtencion de cepas es a través de las agallas frescas,
estas se desinfectan y siembran (teliosporas) en el medio de cultivo PDA
con cloranfenicol, segiun la metodologia de Ayala y Kiger (1984). Después
de la obtencién de la cepa se procede a obtener biomasa (basidiosporas)
en un medio de mineral liquido, incubandose a 26° C bajo oscuridad
durante cuatro dias y ajustando los indculos de basidiésporas a 10%/ml
con agua destilada (Martinez et al., 2000). En el trabajo de Leal (1998),
concluye que es mas conveniente usar indculo de basidiosporas en lugar
de teliosporas, ya que los resultados muestran mayor incidencia en la
infeccidén y formacién de agallas con el uso de basidiosporas. También se
puede obtener indculos a partir de teliosporas de elotes con agallas
cubiertas por las hojas, provenientes de agallas sanas, limpias, con peridio
integro y sin coloraciones atipicas Escalante-Pérez et al. (2020); en este
caso las teliosporas se trituran en una licuadora (vaso desinfectado) con
agua destilada estéril; se filtra y se ajusta la suspensién a una densidad de
109 teliosporas/ ml. Se elimina una banda longitudinal de Ia hoja externa
del elote inmaduro para limpiar los sitios de inoculacién. Se aplica 1 ml
del indculo en el punto medio de cada uno de los tres tercios del elote
inmaduro con jeringa hipodérmica estéril, cuando los elotes inmaduros
tienen sus estigmas aproximadamente 5 cm fuera de las bracteas. En este
trabajo se realizaron tres pasos consecutivos de inoculacién, uno por dia,
obteniendo una produccién de 4.5 t/ha, con agallas grandes 87 % de
primera calidad (Martinez, 2000), quien obtuvo un rendimiento de 12
t/ha de huitlacoche a cielo abierto, y por Madrigal et al. (2010) que
obtuvieron 29.8 t/ha en invernadero.

Por otro lado se pueden aislar basidiosporas en agar extracto de
maiz, segiin Gonzdlez (2016), obteniendo un concentrado puro de
teliosporas y un cultivo puro de basidiosporas, determinando que la fase
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del hongo mds eficaz para producir agallas en un estadios temprano del
maiz fue la basidiospora, y que el medio de cultivo 6ptimo para obtener
biomasa de basididésporas fue en medio liquido con extracto de maiz
diluido 1:2; ademds, se observd que al inocular por inyeccidén 2x10°
basidiosporas/ml en diferentes etapas de desarrollo, resulté que el elote
en la fase temprana es la mds susceptible para inducir la formacién de
agallas. La aplicacién de una sola dosis de indculo o dos dosis de
basidiosporas incrementan el porcentaje de formaciéon de agallas
(Leal, 1996).

Los medios de cultivo con resultados favorables, son el medio
liquido de papa dextrosa y elote en estadio temprano (antes de la
polinizacién), utilizando una jeringa hipodérmica para introducir 3 ml
de una suspension de esporidias compatibles (1 x 106 ufc/ml), obteniendo
porcentajes de infeccion en elote desde el 31 al 96%, y los porcentajes de
cobertura del hongo en elote entre el 46 al 97%, con un valor promedio
de 77% (Valdez et al., 2009).

2. Seleccion de cepas

En la inoculacién de elotes con cepas seleccionadas de U. maydis se
pueden mencionar que las cepas obtenidas de teliospdras son las que
cubren totalmente de agallas de huitlacoche (Martinez ef al., 2000). Por
otro lado, algunos autores han realizado entrecruzamientos de cepas para
obtener una mejor infeccién en estos. Entre los trabajos de
entrecruzamiento de cepas, estd el de Cota (2003), donde se hace una
evaluacién de la cruza de cepas ITSONC2-ITSONC3 de Ustilago maydis.
Estas cepas se inocularon en tubos con 10 ml de caldo de dextrosa de papa
de la marca DIFCO, se incuban por 18-20 horas a una temperatura de 28
+ 2°C en un bafio con agitacién a 200 revoluciones por minuto. Ademads,
se pudo determinar que estas cepas presentaron mejores resultados en
maices criollos.

3. Inoculacién por espolvoreo de teliosporas

Uno de los primeros métodos de inoculacién fue por espolvoreo de
teliosporas sobre granos de maiz antes del sembrado, el cual da como
resultados negativos para la induccién de agallas de U. maydis o bien,
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espolvoreando teliosporas secas sobre las plantas (Gamez-Dominguez,
2018), obteniendo resultados, aunque los rendimientos suelen ser bajos.

4. Inoculacién por inyeccién

En este aspecto se han realizado diversos trabajos mediante la
inoculacién por inyeccién e induciendo agallas en los elotes variedad
dulce, en las que se inyecta la suspensién de esporidias entre la hoja y el
tallo en los nudos sextos, séptimo y octavo por debajo de la parte superior
de la planta 0 a 8 dias antes de la emergencia del elote. El desarrollo de las
agallas fue mas variable en los tallos y yemas axilares que en los elotes. Los
periodos de maduracion y aparicién de agallas en hibridos de maiz dulce
fueron a los 16, 17 y 19 dias sobre suelo y bajo invernadero,
respectivamente. Las agallas se presentan mds grandes en las plantas
inoculadas en el campo que en las inoculadas bajo invernadero. El tamafio
de las agallas no varia en el tamafio inoculados en los tallos o yemas
axilares y en plantas bajo invernadero o en campo.

Los hibridos inoculados en suelo bajo invernadero tuvieron entre un
27% y un 77% menos de elotes infectados, mientras que el 25%
presentaron agallas en los elotes primarios, el 23% de los que no tenian
agallas produjeron mazorcas normales, y el 32% de los que tenian agallas
solo en las hojas, produjeron mazorcas.

La técnica de inyeccion es adecuada para estudios de interacciones
huésped-patégeno entre maiz y U. maydis en el que, el desarrollo tipico
de agallas en plantas adultas es esencial, pero se requiere de mads estudios
antes de que pueda usarse para seleccionar genotipos de maiz y
determinar la resistencia cuantitativa en la produccién de estos (Thakur
et al., 1989).

La técnica de inyeccién por esporidias aumenté sustancialmente la
incidencia de infeccién, pero aumentd la incidencia en tallo y hoja. Por
lo tanto, el autor concluye que se necesitan investigaciones adicionales
para determinar cudndo y cémo inocular U. maydis para inducir la
formacién de agallas en elote, para producir comercialmente huitlacoche
y para detectar la resistencia a enfermedades (Pataky, 1991).
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La inoculacién por inyeccion en las hojas no lecionadas o
parcialmente removidas resulté en poca o ninguna infeccién. E1 método
de inyeccidn en elote e inyeccién en punta resulté tener una incidencia
hasta 97% (Pope, 1992). A partir de esto, se han tomado en cuenta los
diferentes métodos de inoculacidén en diferentes etapas de desarrollo de
la planta de maiz. Segtin Pope y Mc Carter (1992) inyectando 3 ml de una
solucién de esporidias a través del canal de los estilos, cuando el elote
mide 10 cm, se obtiene un 97% de infeccién.

En la técnica de inyeccion la concentracién de inoculante es
importante, ya que cuando se aumenta la concentracidn de éste, aumenta
la incidencia de infeccién, por ello, los autores recomiendan una
concentracion entre 10° y 10° de esporidias o 3 ml (Du Toit y Pataky, 1999;
Gamez-Dominguez, 2018).

5. Inoculaciéon en maices criollos

Se ha evaluado el parasitismo en maices criollos con cruzas de cepas
de Ustilago maydis ITSONC2-ITSONC3. Estas cepas se inocularon en
tubos con 10 ml de caldo de dextrosa y papa de la marca DIFCO. La
inoculacién se realizé en el centro del elote, utilizando una jeringa
hipodérmica de 20 ml, aplicando 1 ml a cada elote, con una concentracién
de 2.0 X 10° células/ml. Los mejores resultados de infeccién en elote fue
la cruza de cepas en basidiosporas (Cota, 2004). Por otro lado, se ha
evaluado la susceptibilidad en 15 diferentes genotipos de maiz criollo. La
metodologia consistié en el desarrollo de las cepas compatibles de U.
maydis en medio PDB; se inoculd el elote antes de la polinizacién con una
jeringa hipodérmica con 3 ml de una suspensién de esporidias
compatibles con concentracién de 10° células/ml, el porcentaje de
infeccion vari6 desde el 31 a 96 %, los porcentajes de cobertura del hongo
sobre la mazorca oscilaron entre el 46 al 97 %, y con un valor promedio
de 77 % (Valdez et al., 2009)

6. Inoculaciéon en maices hibridos

Madrigal et al. (2010) realizaron ensayos bajo condiciones de
invernadero para la produccién de huitlacoche en hidropdnia, evaluaron
la produccién del hongo en hibridos comerciales de maiz con cepas de
teliosporas provenientes de los mismos tipos de hibridos de maliz;

228



germinaron las teliosporas en medio PDA para generar los indculos de
basidiosporas. El indculo se prepard y ajustd en agua destilada estéril a
una concentracidon de 10° esporidias/ml. La inoculacién se realizé en
etapa de jilote en tres puntos equidistantes a lo largo del mismo. Durante
el periodo de infeccidn, la temperatura se mantuvo entre 26 y 32 °Cy la
humedad relativa alrededor de 70 %. Al realizar un ajuste de la
concentracién a 105/ml con agua destilada, encontrando mayor
incidencia de infeccién en el hibrido comercial 30G40.

Por otro lado, Escalante (2013) evalué la infectividad de las
teliosporas y basidiosporas de U. maydis en diferentes hibridos
comerciales de maiz, obteniendo las basidiosporas de un experimento
anterior conservadas desde el 2001 en un cepario del laboratorio de
fitotecnia de la Universidad Auténoma de Chapingo, estas se reactivaron
en PDA; se inocularon nueve hibridos con una formulacién de 10°¢
esporidias/ml y también nueve hibridos con una formulacién de 10°
teliosporas/ml. Los hibridos se inocularon en el jilote cuando los estigmas
presentaron una longitud expuesta de 5 cm, colocando 1 cm®de indculo
en tres sitios equidistantes del jilote en el centro de cada tercio de estos.
En ambos ensayos, los mejores hibridos fueron Cronos y Dk-2042
presentando mejores rendimientos y calidad de agallas.

En 2016, Aguayo realizé la produccion de Ustilago maydis de manera
natural para comparar la produccidén artificial llevado a cabo por
Martinez-Martinez ef al. (2000), evaluando dos cruzas de U. maydis del
Estado de Aguascalientes y una cruza testigo de U. maydis del Estado de
México contra seis variedades de semilla hibrida y criolla. La inoculacién
se llevo a cabo con una jeringa y se inyectaron 2 ml en una concentracién
de 10° por ml de inoculd, via canal de los estilos que presentaban una
longitud de 5 a 10 cm y antes de la polinizacidn. Se determind que los
maices hibridos presentan mayor formacién de agallas en contraste con
los maices criollos. Sin embargo, dentro de los maices hibridos el A7573
presentd mayor susceptibilidad de parasitismo.

Otros de los trabajos fue el de Escalante-Perez ef al. (2020) donde se
experimento con agallas en nueve maices hibridos para obtener in6culos
a partir de teliosporas de mazorcas frescas. Obteniendo para los hibridos
Cronos y Dk-2042, mayor produccion de agallas (4.5 t/ha de las cuales 87
% fueron agallas grandes de primera calidad, mientras que en los hibridos
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Gladiador, Gatillero y Caimén se obtuvo menor produccidn de agallas de
las dos calidades. Los nueve hibridos presentaron rendimientos que
oscilaron entre 1.30 a 4.54 t/ha, los cuales fueron bajos comparados con
los reportados por Madrigal et al. (2010) que obtuvieron 29.8 t/ha bajo
invernadero, y por Martinez (2000) quien obtuvo un rendimiento de
huitlacoche por hectarea de 12 t/ha a cielo abierto.

DISCUSION

Las diferentes técnicas y procedimientos realizados por los autores
tenfan un objetivo en comun: determinar una metodologia eficiente para
la produccién del hongo U. maydis. Sin embargo, no en todos los ensayos
se logrd obtener resultados positivos, pero sirvieron como punto de
partida para poder disefiar diferentes metodologias para la inoculacién
de U. maydis, y asi obtener mejores resultados.

Si se toma como punto de comparaciéon las dos técnicas de
inoculacién (espolvoreo e inyeccién), se puede decir, que los resultados
de este fendmeno estan relacionados con el ciclo de vida del hongo
(Martinez, 2013), debido a que se emplean basidiosporas y que existen
ventajas al hacer la aplicacidn en el hospedero, donde pueden germinar e
iniciar la invasién de tejido inmediatamente, teniendo una mayor
posibilidad de establecer la infeccidén; en cambio, las teliosporas tienen
que pasar por un proceso de germinacidén, meiosis y producciéon de
basidiosporas, proceso que implica tiempo, y lo mds importante, que se
tengan las condiciones favorables para que esto suceda, mismas que
pueden perderse ficilmente (Gamez-Dominguez, 2018).

Por otro lado, se determina que es mas eficiente la infeccién en la
fase de basidiosporas ya que son mas ficil de obtener en cultivo
semisdlido y/o liquido, en comparacién con la fase de teliosporas que
necesitan un método fisicoquimico; ademds, es indispensable aplicar este
método de separacidén para obtener las teliosporas puras y obtener
basidiosporas, con ello lograr indculos eficientes para la infeccién de
Ustilago maydis.

Asi mismo, se puede ver que el medio mas eficiente es el agar
extracto de papa (Gonzalez, 2016), esto se debe por los nutrientes
presentes en el medio de cultivo proporcionando a la célula lo necesarios
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para su desarrollo; ademds de una fuente de energia, que puede ser un
compuesto organico e inorganico (Madigan, 2003).

De igual forma, la produccién de huitlacoche depende de varios
factores como las condiciones ambientales, tipo de semilla y tipo de
cultivo, etapa del desarrollo de la planta del maiz, la susceptibilidad
genética de la semilla, y practicas agrondmicas principalmente (Pataky,
1991 y Pan et al., 2008); ademas, de manera muy relevante, los tipos de
patogenicidad en cada regién, ya que existe una amplia diversidad
genética en U. maydis (Jiménez, 2013; Calderén-Ferndndez, 2010).

Las semillas hibridas y criollas difieren en los resultados de
produccién natural, ya que la susceptibilidad de las semillas y la
patogenicidad del hongo U. maydis estdn estrechamente relacionados
para obtener una infecciéon masiva en el cultivo del maiz (Aguayo, 2016).

CONCLUSIONES

La alta demanda de este hongo mexicano (huitlacoche), ha
impulsado a diversos investigadores a experimentar y desarrollar
diferentes técnicas de obtencién de basidiosporas y teliosporas en
diferentes medios de cultivo para su posterior inoculacién, con la
finalidad de obtener mejores resultados a bajos costos de produccidén.

El medio de cultivo mds usado en el crecimiento de U. maydis es el
PDB (por sus siglas en ingles potato-dextrose-broth) ya que cuenta con
los nutrientes requeridos por este hongo.

La técnica de inoculacién que ha demostrado tener mejores
resultados en el periodo de 2010-2020 en porcentaje de infeccidn,
rendimiento e incidencia de infeccién es la inoculacién por inyeccidn.
Mientras que la técnica de aspersiéon de basiodiosporas o teliosporas
resulta ser una técnica poco eficiente, ya que se tiene un bajo porcentaje
de rendimiento y de infeccidn en las plantas de maiz.

Los maices hibridos a los cuales se les ha inoculado U. maydis han
mostrado mayor indice de infeccién y mayor rendimiento (kg/ha) en
contraste con los maices criollos. Por lo que, la basqueda de nuevas
técnicas de produccién ha permitido el desarrollo y comprensién del
proceso de infeccién de U. maydis, asi como un mayor beneficio en la
produccidn.
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RESUMEN

La crisis ambiental que enfrentamos obliga a tomar decisiones que
impacten positivamente en la conservacién de la biodiversidad; los
jardines botdnicos (JB) son sitios de conservacién ex sifu para la
conservacidén de las plantas, ademds son espacios donde se imparte
educacién ambiental y se desarrollan proyectos de investigaciéon. La
Escuela Cristébal Coldn es una escuela de nivel basico y medio superior,
comprometida con el cuidado del planeta, considera de principal
relevancia ensefiar a los alumnos a mejorar su relacién con el ambiente y
la naturaleza. EIl objetivo del proyecto fue constituir un JB dentro de las
instalaciones de la escuela para promover el conocimiento y cuidado de
la biodiversidad mediante colecciones de plantas vivas que permitieran a
nuestros alumnos y visitantes conocer la riqueza biolégica de la regiéon y
del pafs, generando un compromiso con su conservacién y uso adecuado,
encamindndonos hacia el desarrollo sustentable. Se siguié el método
establecido dentro del Plan de Manejo Tipo para Jardines Botanicos
publicado por SEMARNAT para su registro como Unidad de Manejo
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Ambiental para la Conservacion de la Vida Silvestre (UMA); se
plantearon objetivos a corto, mediano y largo plazo, se registraron las
colecciones de plantas del jardin y se solicité el registro de la escuela como
UMA de manejo intensivo con fines de educacién ambiental y
conservacidn de especies. E1 17 de mayo de 2021, SEMARNAT otorga con
vigencia indefinida el registro al Jardin Botanico San Juan Bautista De La
Salle-ECC  para realizar actividades de educacién ambiental,
reproduccidn, investigacion, proteccion, restauracién y aprovechamiento
no extractivo. El 17 de marzo de 2022 se inauguré el JB, a la fecha se han
realizado conferencias, recorridos y talleres para alumnos, docentes y
personal de la escuela, asi como para las autoridades de la Zona Escolar
de la SEP a la que pertenece la misma.

Palabras clave: Jardin Botdnico, Conservacién, Educcién
Ambiental, Unidad de Manejo Ambiental para la Conservacién de la Vida
Silvestre, Zona Norte de la Ciudad de México

INTRODUCCION

Los problemas ambientales que enfrentamos en la actualidad se
derivan del wuso indiscriminado de los recursos naturales, la
desvinculacién del hombre con la naturaleza, la indiferencia de los
gobernantes y la inactividad de la sociedad. La deforestacidn, la excesiva
produccién de gases de efecto invernadero, la contaminacién de aire,
suelo y agua, han acarreado problemas mas severos tales como la
desertificacién y el calentamiento global, acelerando el cambio climatico
y con ello la inevitable pérdida de la biodiversidad.

México, como el resto de los paises del mundo, ha tenido que
afrontar esta problemadtica con la gran cantidad de variantes que implican
el ser un territorio tan grande y diverso en cuanto a cultura y ecosistemas.
Cada una de las entidades federativas enfrenta problematicas particulares
derivadas de su posicion geografica, el namero de habitantes y la
disposicién de recursos a la que tienen acceso ya sea de manera natural o
provista por los gobiernos.

La Ciudad de México es la capital del pafs, su superficie es de
1,494.3 km? y alberga a 9,209,944 que representa el 7.3% de la poblacién
del pais, por tanto, esta ciudad presenta la densidad poblacional mas alta
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de México: 6,163.3 habitantes/km? (INEGI, 2022); dadas sus
caracteristicas, los principales problemas ambientales que enfrenta son el
suministro de agua, la deforestacién, la erosion del suelo y la
contaminacién del aire.

El agua es el principal recurso del que dependen todos los seres
vivos y los seres humanos no somos la excepcidn; la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) recomienda una cantidad aproximada de
entre 50 y 100 litros al dia de agua para satisfacer las necesidades basicas
de higiene y alimentaciéon (Naciones Unidas, 2022); con base en lo
anterior, se requieren 920,944,400 litros de agua para proveer de 100 litros
del vital liquido a cada habitante de la ciudad al dfa. A pesar de que la
ciudad estd situada en un espacio geografico en donde las lluvias son
abundantes, no se cuenta con los mecanismos necesarios para la recarga
de los mantos fredticos, tampoco se cosecha agua de lluvia ni se tienen
sistemas de captacion de agua, por si esto no fuera suficiente, las tuberfas
que transportan el agua potable presentan severos deterioros y la pérdida
del liquido es frecuente debido a fugas en esta red; lo anterior hace que
sea necesario traer agua de otras cuencas para surtir a la capital y esto
ocasiona la escasez y con ello la restriccion de este recurso en diversas
alcaldias.

El segundo problema ambiental que enfrenta esta ciudad es la
deforestacion, histéricamente el cambio de uso de suelo ha sido el
principal factor que ha promovido la reduccién de los bosques dentro de
la ciudad, dejando relictos ubicados en la zona sur (bosques templados de
pino, oyamel y encinos, matorrales xerdfilos, pastizales naturales e
inducidos) y en la zona norte (matorrales xeréfilos y pastizales haldfilos)
de la ciudad que corresponden a las alcaldias de Cuajimalpa, Alvaro
Obregén, Magdalena Contreras, Milpa Alta, Tldhuac, Tlalpan y
Xochimilco y Gustavo A. Madero, respectivamente. (CORENA, s/f).

El tercer problema ambiental se relaciona de manera directa con
el anterior y es la erosién del suelo. La pérdida de cobertura vegetal deja
expuesto el recurso suelo mismo que se pierde por mecanismos tales
como la lluvia y el viento en las zonas de la ciudad en donde adan se
presentan areas agricolas de mayor dimension, estos sitios se hallan en las
alcaldfas Milpa Alta, Tldhuac, Tlalpan y Xochimilco (CORENA, s/f;
PAOT, 2014).
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Finalmente, el cuarto problema que aqueja a esta ciudad es la
contaminacién del aire siendo su principal promotor el gran namero de
vehiculos automotores que circulan en la misma, el parque vehicular que
circula diariamente es de alrededor de 4.8 millones de vehiculos que
incluyen los matriculados en la ciudad de México y Area Metropolitana
(Arana, 2022); ademds, se suman a esta cuenta aquellos cuyo destino no
es esta ciudad pero transitan por ella (transporte de pasajerosy de carga);
aunado a lo anterior, la industria es la actividad productiva que mds
contribuye a este rubro siendo la parte norte de la ciudad la mas afectada.

La zona norte de la ciudad de México es una de las zonas que
presenta mayores problemas ambientales, dadas sus caracteristicas
geograficas pues colinda de manera directa con los municipios de
Coacalco, Ecatepec de Morelos, Naucalpan de Judrez, Tlalnepantla de Baz
y Tultitlan que pertenecen al Estado de México, esta situacidén incrementa
la circulacién vehicular presentando los niveles mas altos de particulas
contaminantes en el aire; aunado a lo anterior sus condiciones
ambientales, principalmente su relieve e hidrologia determinan
condiciones de menor humedad que las de las zonas sur y poniente de la
ciudad, ademds la superficie territorial cubierta por vegetacion es escasa.

Esta region de la Ciudad de México ha sido habitada desde el siglo
XV, los pobladores utilizaron y agotaron los recursos disponibles
convirtiendo los cerros en dreas desoladas y desnudas de vegetacién; por
esta razon en la zona se desarrolld vegetacion secundaria que también
estuvo sometida a un impacto sostenido.

Para 1870, Miguel Angel de Quevedo implementd un programa de
Repoblacién Forestal exitoso que en un lapso de aproximadamente 67
aflos transform¢ el drea en un verdadero oasis mismo que se decreté como
Parque Nacional en el afio de 1937, con la finalidad de que los habitantes
de la capital de la Republica, turistas y visitantes “Disfruten de un espacio
higiénico y de solaz que permita admirar las bellas perspectivas que se
observan hacia la ciudad de México y hacia la planicie del antiguo lago de
Texcoco”; sin embargo, nuevamente los pobladores cercanos a la zona
sobreutilizaron los recursos fomentando el incremento de vegetacién
secundaria.

Esta zona ha sido objeto de innumerables reforestaciones que han
dado como resultado una mezcla de especies de diversos origenes y tipos
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de vegetacion que los pobladores contintian utilizando y eliminando; se
han decretado dos Areas Naturales Protegidas, la Sierra de Guadalupe y
el Parque Nacional El Tepeyac, a pesar de ello, estos sitios siguen carentes
de la vegetacion que requieren para disminuir los niveles de
contaminacién del aire que tanto le aquejan y favorecerian la recarga de
mantos fredticos evitando la escorrentia y con ello los deslaves tales como
los ocurridos en la temporada de lluvias del afio 2021.

Diaz (2012), refiere que la degradacidon del medio ambiente es una
tendencia que tiene sus implicaciones en la sociedad, en los individuos y
en la educacion, por esa razdn es que cobra una gran relevancia enfocar
los esfuerzos en la educacion si es que queremos frenar el deterioro de
nuestro planeta que cada vez acarreard mayores problemas a nuestra
sociedad.

En México, la Secretarfa de Educacion Pablica (SEP), esla encargada
de garantizar el derecho a la educacién de todos los mexicanos que estd
plasmado en el articulo 3° de la Constituciéon Politica de los Estados
Unidos Mexicanos (1917), que a la letra dice: “Toda persona tiene derecho
a la educacion. El Estado -Federacion, Estados, Ciudad de México y
Municipios- impartird y garantizard la educacion inicial, preescolar,
primaria, secundaria, media superior y superior... La educacidn inicial es
un derecho de la nifiez y serd responsabilidad del Estado concientizar sobre
su importancia. Corresponde al Estado la rectoria de la educacion, la
impartida por éste, ademds de obligatoria, serd universal, inclusiva,
publica, gratuita y laica” La Ley General de Educacién (2021) es la
encargada de regular al sistema educativo nacional y salvaguarda el
cumplimiento del mandato constitucional establecido en su articulo 3°
ademads, esta ley tiene como uno de sus objetivos principales el propender
a asegurar la calidad de la educacidn.

DESARROLLO

La educacién es el proceso de aprendizaje que dura toda la vida
(desde la primera infancia hasta la muerte); por esta razén es que se
requiere clasificar la variedad educativa. De acuerdo con el nivel de
intencionalidad la educacidn se clasifica en formal, no formal e informal.
La educacién formal conlleva una intencién deliberada y sistematica
concretizada en un curriculo oficial con estructuras verticales y

241



horizontales; en contraparte la educacién no formal e informal es
cualquier tipo de educacién que se recibe por fuera del marco
institucional (UPAYV, s/f).

La educacién no formal complementa la que los alumnos reciben en
las aulas, posibilita que la educacién llegue a todos los sectores de la
poblacién y los capacita con conocimientos que permitan mejorar su vida
y la de sus comunidades, la Educacién Ambiental (EA) es una de sus
principales dreas de aplicacién (UPAYV, s/f); los sitios en los que se recibe
este tipo de formacién son los museos, zonas arqueoldgicas, jardines
botdnicos y demads sitios donde se provee de informacién mediante
recorridos guiados, cursos y talleres.

En los Jardines Botdnicos (JB) se imparten cursos, talleres,
recorridos y conferencias para distintos sectores de la poblacién,
considerdandolos como centros de educacién no formal pues abarcan
programas donde se proveen conocimientos generales y permiten acceder
a los asistentes al aprendizaje organizado y ayudan a encontrar la manera
de contribuir a sus comunidades (UNESCO, 2021); ademds los JB son
sitios de conservacién ex sifu para la conservacién de las plantas y son
espacios donde se desarrollan proyectos de investigacion.

Todo lo anterior pone de manifiesto dos problemas que requieren
ser resueltos en conjunto si se pretende conservar los recursos naturales
de los que dependemos todos los seres vivos: sensibilizar y educar a la
poblacién para que utilice de manera responsable los recursos naturales
encamindndonos hacia la sustentabilidad; pese a que el objetivo es claro,
los mecanismos para alcanzarlo se vuelven complejos pues radican en la
suma de voluntades de la sociedad y el escaso interés de las instituciones
encargadas de la educaciéon. Ante esta perspectiva, la Educacién
Ambiental parece ser la respuesta que amalgama una solucién posible.

En esta suma de voluntades se encuentra el proyecto que se estd
llevando a cabo en la Escuela Cristobal Coldn, es una escuela de nivel
basico y medio superior ubicada en la zona norte de la ciudad de México,
en la alcaldia Gustavo A. Madero; es una escuela lasallista que cayd en
cuenta de la importancia de brindar a los alumnos una formacién
académica, humana y ambiental sélida que los comprometa y les
proporcione herramientas para que participen de manera decidida en la
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solucién de los distintos problemas ambientales por los que nuestra
sociedad atraviesa actualmente.

Para ello disefiaron un proyecto cuyo objetivo fue constituir un JB
dentro de las instalaciones de la escuela para promover el conocimiento
y cuidado de la biodiversidad mediante colecciones de plantas vivas que
permitieran a los alumnos y visitantes conocer la riqueza bioldgica de la
regién y del pais, generando un compromiso con su conservacién y uso
adecuado, encamindndolos hacia el desarrollo sustentable.

En el afio de 2019 se planted un proyecto en el cual se establecian
cuatro dreas dentro del futuro jardin el Arboretum, los jardines de
polinizadores, el huerto y el invernadero, de manera que las colecciones
de plantas vivas, mostraran a los alumnos la riqueza vegetal de la cuenca
del Valle de México y pudieran comprender procesos ecoldgicos al poder
ver de cerca cdmo es que se llevan a cabo; la intencién del huerto y el
invernadero era la de generar espacios experimentales para que los
estudiantes participaran de manera activa en la propagacion de las
especies de plantas que se cultivarian en estos sitios.

Al tiempo se recibieron donaciones de plantas pertenecientes a la
Cuenca del Valle de México, se realizaron adopciones de plantas en
peligro de extincién propagadas en el Jardin Botdnico del Instituto de
Biologia de la UNAM, se comenzaron a sembrar los jardines de
polinizadores y a construir el inmueble que albergaria el invernadero.

Para contar con el aval de SEMARNAT, se disefié un plan de
manejo fundamentado en el Plan de Manejo Tipo para Jardines Botanicos
publicado por esta Secretaria, en éste se plantearon objetivos a corto,
mediano y largo plazo, se registraron las colecciones de plantas del jardin
y se solicité el registro de la escuela como Unidad de Manejo Ambiental
para la Conservacion de la Vida Silvestre (UM A) de manejo intensivo con
fines de educaciéon ambiental y conservacidn de especies; el 17 de mayo
de 2021, SEMARNAT otorga con vigencia indefinida el registro al Jardin
Botdnico San Juan Bautista De La Salle - ECC para realizar actividades de
educacién ambiental, reproduccién, investigacidén, proteccidn,
restauracion y aprovechamiento no extractivo.

Una vez otorgado el registro se comenzé con la construccién de
la infraestructura del JB misma que incluye senderos, aula verde, bancales
elevados para el huerto, dreas de trabajo y tienda del jardin as{ como la
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instalacion del sistema de riego que suministra agua tratada a toda el area
de exhibicidén.

E1 17 de marzo de 2022 se lleva a cabo la inauguracién del Jardin
Botdnico San Juan Bautista De La Salle.

La coleccidn principal del jardin estd constituida por 76 especies de
las cuales 36 ejemplares de plantas pertenecientes a 11 familias y 14
especies diferentes fueron donadas por parte del Dr. Carlos Alberto Ruiz
Jiménez, profesor investigador de la Benemérita Universidad Auténoma
de Puebla; asi mismo se recibié una donacion de tres ejemplares de Laelia
autumnalis, propagadas in vitro por el Dr. Eduardo Pérez Garcia, Director
del el Orquideario de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional
Auténoma de México; ademds de once especies de plantas que se
encuentran en alguna categoria de riesgo en la NOM-059-SEMARNAT-
2010, que fueron adoptadas en el Jardin Botdnico de la UNAM.

Se han llevado actividades muy importantes en lo que a Educacién
Ambiental se refiere, pues desde la inauguraciéon del jardin se han
impartido once conferencias por parte de investigadores de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla,
de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza Campus III Tlaxcala de la
Universidad Nacional Auténoma de México, del Colegio de la Frontera
Sur (ECOSUR) Campus Tapachula, del Jardin Etnobotdnico Francisco
Peldez R. y del Jardin Botdnico San Juan Bautista De La Salle; en estas
conferencias se lograron reunir a un promedio de 1300 alumnos y
docentes en cada conferencia pertenecientes a las secciones Secundaria y
Preparatoria de la Escuela Cristébal Coldn.

También se impartieron talleres relacionados con el conocimiento,
cuidado y uso sustentable de la biodiversidad a los alumnos de las
secciones Preescolar, Primaria, Secundaria y Preparatoria de la Escuela
Cristébal coldn y se recibieron visitantes de la Escuela Primaria Profesor
Laureano Jiménez y Coria.

CONCLUSION

Si bien este proyecto se encuentra en una etapa inicial, se ha logrado
conseguir avances muy importantes en un lapso breve de tiempo, en este
ejercicio se ha podido determinar que los alumnos y docentes se interesan
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por los temas ambientales y se identifican cambios significativos en los
comportamientos cotidianos dentro de la escuela.

Es por demds promisorio vislumbrar que el cumplimiento de los
objetivos planteados para la UMA son altamente probables de conseguir
pues, si bien queda mucho camino por recorrer se continua trabajando en
talleres y cursos que promuevan el conocimiento y cuidado de la
biodiversidad asi como el consumo responsable; no se deja de lado el
objetivo de hacer crecer la coleccién de plantas vivas y a la par ir
desarrollando las colecciones accesorias a ésta (Herbario y Banco de
Semillas); ademas seguir colaborando en proyectos de investigaciéon con
profesores de distintas Universidades.
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