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Abstract.— Snakes, in general, are organisms thar are especially volnerable to contamination by Metals of Toxicological Interest
(MTT), since they hawe 2 series of their own characteristics thar make them prone to bioaccumnlation and biomagnification of
contaminants. However, their inclusion in toxdcological studies is still scarce. Om the other hand, the soils of the Mining Region,
Hidalgo, may present MTI contamination due to its long history of mineral extraction, a sitnation that may compromise the health
of the area's ecosyseems long with ics biota. Given the previous nowledge of 2 population of Crefalus aquilis distribured within the
Pachuca-Actopan mining region, the present evaluation characterized the area of interest and the presence of the species. The hazard
was characterized by determining the presence of MT1 associated with mining processss in the area (Cd, Pband Hy). Subsequently,
the magnitude of the ecological risk was determined using the emvironmentzl hazard quotient (CF), the ecological risk index (ER)
and the cumularive ecological risk index (RT). Similarly, the risk of effective exposure of the C. aguilus popularion was estimated using
the indirect dietary exposure index (IEDY), the chronic intake index (CDT) and the health risk index (HO).

Keywords.— Ecotoodcology, heavy metals, snakes, Viperidae.
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RESUMEN

La contaminacion por metales de interés toxicolégico (MIT) constituye una problematica
ambiental de escala global, atribuible no solo a la actividad minera, sino también a précticas
agricolas, urbanas e industriales. Las serpientes, debido a su papel como depredadores, su baja tasa
metabdlica y dieta especializada, son particularmente susceptibles a la bioacumulacién de estos
compuestos. No obstante, su inclusién en estudios ecotoxicoldgicos ha sido limitada,
principalmente por retos metodoldgicos asociados a su manejo, comportamiento criptico y estatus
de conservacion. Esto subraya la necesidad de emplear métodos no letales y minimamente

invasivos para evaluar su exposicion a contaminantes.

Este estudio se llevo a cabo en dos poblaciones silvestres de Crotalus aquilus (Klauber, 1952), una
especie de vibora de cascabel endémica de Mexico con amplia distribucién en el estado de Hidalgo.
La region de estudio, la Comarca Minera, presenta antecedentes de actividad minera y evidencia
documentada de contaminacion por MIT. El objetivo fue evaluar el potencial de C. aquilus como
bioindicador ambiental en ecosistemas de bosque y matorral, mediante el uso de biomarcadores no

letales que permitieran detectar la presencia, bioacumulacién y efectos de los MIT.

Se aplico una modificacion a la metodologia propuesta por la OPS/OMS y la ATSDR para la
evaluacion de riesgos quimicos, con el fin de caracterizar el peligro de la zona, evaluar el riesgo
ecologico, asi como la vulnerabilidad, el riesgo de exposicion y el riesgo a la salud en las

poblaciones de C. aquilus.

Asimismo, se determinaron las concentraciones internas de los animales mediante el analisis de
biomarcadores de acumulacién previamente establecidos para serpientes. De igual forma, se validd
el uso del cascabel y del veneno como nuevos biomarcadores no letales y minimamente invasivos,

lo que facilitaria la inclusion de esta especie en estudios ecotoxicologicos.

Finalmente, se evalué el dafio genotoxico que los MIT pueden inducir en condiciones de
exposicion, a través del analisis de micronucleos en sangre periférica. Los resultados demostraron,
por un lado, la eficacia de esta técnica como un método no letal y poco invasivo para la deteccién
de dafio genético, y por otro, la probabilidad de que los MIT, en las concentraciones observadas,

promuevan efectos negativos en las poblaciones silvestres.
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ABSTRACT

Pollution by toxicologically relevant metals (MIT) represents a global environmental issue, driven
not only by mining activity but also by agricultural, urban, and industrial practices. Snakes, due to
their role as predators, low metabolic rates, and specialized diets, are particularly vulnerable to the
bioaccumulation of these compounds. Nevertheless, their inclusion in ecotoxicological research
has been limited, mainly because of methodological challenges related to handling, cryptic
behavior, and conservation status. This underscores the need for non-lethal and minimally invasive

approaches to evaluate their exposure to contaminants.

This study focused on two wild populations of Crotalus aquilus (Klauber, 1952), a rattlesnake
species endemic to Mexico and widely distributed in the state of Hidalgo. The study area, known
as the Comarca Minera, has a long history of mining activity and documented evidence of MIT
contamination. The objective was to assess the potential of C. aquilus as an environmental
bioindicator in forest and scrubland ecosystems, using non-lethal biomarkers to detect the presence,

bioaccumulation, and effects of MIT.

A modified version of the methodology proposed by PAHO/WHO and ATSDR for chemical risk
assessment was applied to characterize local hazards, evaluate ecological risk, and assess

vulnerability, exposure risk, and health risk in C. aquilus populations.

Internal concentrations were determined through established snake bioaccumulation biomarkers,
and the use of the rattle and venom was validated as novel, non-lethal, and minimally invasive

biomarkers, facilitating the integration of this species into ecotoxicological studies.

Finally, genotoxic damage potentially induced by MIT was evaluated using the micronucleus assay
in peripheral blood. The findings demonstrated the effectiveness of this approach as a non-lethal
and minimally invasive tool for detecting genetic damage, while also indicating that MIT, at the

observed concentrations, are likely to exert negative effects on wild populations.
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INTRODUCCION

Actualmente, la salud de los ecosistemas supone un tema de interés mundial, pues diversas
actividades humanas, promueven la liberacion de contaminantes al ambiente, comprometiendo no

solo la salud del mismo, sino también la salud pablica (Terzi y Kalkan, 2024).

Los Metales de Interés Toxicologico, también conocidos como MIT, son considerados
contaminantes ambientales de gran importancia, debido a diversas caracteristicas toxicolégicas
dentro de las que destacan su elevada persistencia ambiental, su capacidad de bioacumularse en los
organismos vivos Yy su alta toxicidad. En todo caso, estos elementos existen de manera natural en
la Tierra, formando parte de la corteza terrestre en pequefias cantidades, por lo que el riesgo de
intoxicacion estara determinado por la concentracion y disponibilidad de los mismos, dos factores
que se ven directamente influenciados por acciones antropogénicas de tipo industrial, como la

mineria (Horne y Dunson, 1995; Morales, 2013; Londofio-Franco, et al., 2016).

Particularmente en México, la mineria ha sido una actividad econdmica de gran importancia,
misma que se ha desarrollado por casi cinco siglos, generando una gran acumulacion de residuos
y como consecuencia, la paulatina contaminacion de los ecosistemas por la presencia de MIT,
dentro de los que destacan: As, Cd, Cr, Hgy Pb, como los MIT de mayor interés toxicologico dada

su toxicidad y abundancia (Covarrubias y Pefia-Cabriales, 2017).

Uno de los métodos que la toxicologia provee para evaluar el impacto que los MIT puedan tener
en un determinado ecosistema, es mediante la utilizacion de organismos sensibles, que puedan
proveer de informacién ambiental a los evaluadores. A estos organismos se les conoce como
bioindicadores de la calidad del ambiente y se les puede definir como organismos que se pueden
utilizar para evaluar una situacion ambiental determinada, asi como los diferentes cambios que esta

pueda tener a traves del tiempo (Stankovic et al., 2013).

Si bien, a lo largo la historia, el catdlogo de organismos bioindicadores ha aumentado, ain existen
varios grupos de animales, sobre todo vertebrados, que permanecen sin ser estudiados a
profundidad, como son los sauropsidos no aves o reptiles y en particular, las serpientes (Ibarra-
Bautista et al., 2021).

Las serpientes conforman uno de los grupos de vertebrados mayormente diversos en el mundo,
ademads, poseen caracteristicas como su poca vagilidad (capacidad de desplazamiento geografico),
habitos mayormente sedentarios, dietas diversas y su posicion en las redes troficas, que las vuelven
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especialmente vulnerables ante la contaminacién por MIT. Sin embargo, son escasos los estudios
ecotoxicologicos en donde se les considere. Esto podria ser el resultado de las diferentes
dificultades metodologicas que se presentan al trabajar con serpientes, sin mencionar el estatus de
proteccion de varias especies que dificultan este tipo de estudios. Por ello, varios investigadores
hacen hincapié en la utilizacion de metodologias no letales, que permitan la inclusién de mas

especies de serpientes al campo de la ecotoxicologia (Egea-Serrano y Ortiz-Santaliestra, 2013).

En México, pese a la basta diversidad ofidica, la ecotoxicologia de serpientes representa un campo
de investigacion poco estudiado, siendo Crocodilia (cocodrilos, caimanes y gaviales) y Testudines
(tortugas) las clases de saurdpsidos mas consideradas en estudios ecotoxicoldgicos (Egea-Serrano

y Ortiz-Santaliestra, 2013; Ibarra-Bautista et al., 2021).

El estado de Hidalgo, al centro de México, cuenta con 10 regiones geoculturales, dentro de las que
destaca la Comarca Minera, esta region debe su nombre a la intensa actividad minera que ha tenido
a lo largo de més de 500 afios de mineria, caracterizada principalmente por la extraccion de plata
(Ag) y oro (Au) por lo que los suelos de esta region pueden presentar contaminacion por MIT

asociados a la extraccion de dichos minerales (Hernandez-Acosta et al., 2009; SGM, 2018).

El estado de Hidalgo, también posee una basta diversidad ofidica en donde el género Crotalus
(serpientes de cascabel) adquiere una gran importancia tanto ecoldgica como cultural. Este género,
en Hidalgo, cuenta con ocho especies, mismas que se distribuyen ocupando diversos ecosistemas
y climas del estado, que van desde zonas montafiosas de bosques con climas templados hasta

regiones aridas de matorral xeréfilo (Fernandez-Badillo et al., 2011; 2017).

Una de las especies de vibora de cascabel con mayor area de distribucion es Crotalus aquilus,
conocida como vibora magueyera. Es una especie de vibora de cascabel de montafia de talla
mediana, distribuida desde el norte de Hidalgo, centro y sur, presentando mayor abundancia de sus
poblaciones al centro del estado, precisamente en la region geocultural de la Comarca Minera
(Fernandez-Badillo et al., 2011; 2017).

Debido a la contaminacién de dicha regién y a la escasez de trabajos referidos a ecotoxicologia de
serpientes en México, resulta interesante llevar a cabo una evaluacién ecotoxicoldgica con Crotalus
aquilus, probando dos marcadores de bioacumulaciéon de MIT, no letales, conocidos en serpientes

y validando dos nuevos marcadores de bioacumulacion de MIT, no letales y poco invasivos.
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ANTECEDENTES
1. Probleméatica ambiental por la presencia de MIT en la Comarca Minera, Hgo.
1.1 Descripcion de metales pesados, metaloides y MIT

Los metales pesados constituyen un grupo de elementos quimicos con caracteristicas particulares
que los distinguen del resto de los elementos de la tabla periddica. Entre estas caracteristicas se
incluyen: su alta densidad, que puede ser igual o superior a 5 g/cm3; una masa y peso atomico
generalmente superiores a 20 (con excepcién de los metales alcalinos y alcalinotérreos); y su
capacidad para generar efectos toxicos en los organismos vivos (Adriano, 1986; Alloway, 2013).
Por otro lado, los metaloides son elementos quimicos que presentan propiedades intermedias entre
los metales y los no metales, tales como el boro (B), silicio (Si), arsénico (As) y polonio (Po), entre
otros (Londofio-Franco, et al., 2016).

La Agencia para el Registro de Sustancias Toxicas y Enfermedades (ATSDR) describe a los
metales pesados y metaloides como un grupo de elementos con una elevada capacidad de producir
efectos adversos a la salud, de acuerdo a sus propiedades fisicoquimicas, su uso y mecanismos
fisiolégicos y ambientales. Estos efectos adversos se pueden producir mediante dos mecanismos:
el aumento de las concentraciones de estos elementos en las distintas matrices ambientales y la
especiacion quimica de los mismos que promueva su cinética ambiental y biodisponibilidad
(ATSDR, 2019).

Los elementos metalicos presentes en el ambiente suelen clasificarse en dos grandes grupos desde
el punto de vista biologico: los oligoelementos 0 micronutrientes esenciales, cuya presencia en los
organismos Vivos es requerida en cantidades minimas o en trazas para el adecuado funcionamiento
de procesos bioquimicos especificos como el Boro (B), Cobalto (Co), Cobre (Cu), Molibdeno
(Mo), Manganeso (Mn), Niquel (Ni), Selenio (Se) y Zinc (Zn); y los metales y metaloides de interés
toxicoldgico (MIT), los cuales no cumplen funciones bioldgicas conocidas y cuya presencia,
incluso en concentraciones muy bajas, puede causar alteraciones fisioldgicas severas (Morales,
2013). Este segundo grupo incluye tanto metales toxicos como el Cadmio (Cd), el Cromo (Cr), el
Plomo (Pb) y el Mercurio (Hg), como metaloides toxicos, tales como el Arsénico (As) y el
Antimonio (Sb). Cabe sefialar que, en el caso de los micronutrientes esenciales, cuando sus

concentraciones superan ciertos umbrales fisiologicos, también pueden actuar como toxicos,
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afectando negativamente los sistemas biol6gicos en los que interactian. (Goyer y Clarkson, 2001;
Morales, 2013).

Los MIT, son considerados por la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos
(USEPA) y por la ATSDR, como contaminantes ambientales de gran preocupacion, debido a las
diversas caracteristicas toxicoldgicas que los conforman (Londofio-Franco, et al., 2016).

Estos elementos son altamente persistentes en el ambiente, lo que significa que no pueden ser
degradados ni eliminados mediante mecanismos naturales. Asimismo, su cinética ambiental y
biodisponibilidad pueden verse favorecidas por cambios fisicoquimicos en la matriz donde se
encuentren, transformando a los metales presentes en la corteza terrestre en especies mas solubles.
Estas pueden ser lixiviadas o transportadas mediante la formacion de complejos solubles,
permitiendo su redistribucion en distintos ecosistemas hasta incorporarse en las redes troficas. Una
vez que ingresan a los organismos vivos, pueden ser retenidos en tejidos y fluidos especificos, en
un fendmeno conocido como bioacumulacion, lo que puede generar severos problemas de

intoxicacion. (Londofio-Franco et al., 2016).

Desde la Revolucion Industrial hasta la actualidad, gran parte de las actividades asociadas al
desarrollo humano han contribuido paulatinamente a la liberacion de diversos contaminantes en
los ambientes naturales. Entre estos destacan los metales de interés toxicologico (MIT), ya que,
debido a su elevada persistencia ambiental, pueden permanecer en el entorno de manera indefinida,

con la capacidad de interactuar con los seres vivos dentro del ecosistema. (Terzi y Kalkan, 2024).

Algunas de las industrias que han contribuido de manera significativa a la liberacion de metales de
interés toxicologico (MIT) al ambiente son la alimentaria, automotriz, minera, de soldadura,
plomeria y cementera, entre otras. De estas, las industrias minera y alimentaria destacan como las

principales fuentes de emision de MIT (Londofio-Franco et al., 2016).

Particularmente para la biota, la exposicion a estos contaminantes representa un impacto negativo
que puede reflejarse, principalmente, en cambios significativos en la abundancia de las especies,
con una disminucién en las poblaciones de organismos mas sensibles a la contaminacién y un
incremento notable en aquellas especies que pueden beneficiarse de las nuevas condiciones
ambientales. La disminucién de las poblaciones de organismos sensibles puede darse por
exposiciones agudas o cronicas, donde se podra observar desde la muerte inmediata de los

organismos hasta el deterioro de su material genético, asi como el deterioro o cambio en sus
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comportamientos. Actualmente, estos efectos se han evaluado en diferentes taxones de animales y
plantas, sin embargo, aln existen diversos grupos donde la informacion referente es escasa (Calao
y Marrugo, 2015).

1.2 Principales MIT asociados a la mineria

La mineria es una actividad industrial cuyos procesos supeditan la liberacién de MIT al ambiente,
pudiendo llegar a comprometer las diferentes matrices medioambientales como el suelo, agua y

aire (Covarrubias y Pefia-Cabriales, 2017).

Los diferentes procesos involucrados en la extraccion de minerales, especialmente en la extraccion
de oro y plata, provocan la liberacion de los metales de interés toxicologico (MIT) contenidos en
la corteza terrestre hacia el subsuelo, contaminando el agua subterranea mediante el drenaje acido
de roca. Ademas, se genera contaminacion en la superficie a través de la dispersion eolica de suelos
de jales, fendmeno que ocurre principalmente en climas aridos. (Covarrubias y Pefia-Cabriales,
2017).

Durante el beneficio de oro y plata, realizado cominmente mediante el proceso de amalgamacion
por mercurio y cianuro, no es posible la recuperacion total de los compuestos o de los elementos
adicionados, por lo que es comun hallarlos en formas solubles en los jales mineros. (Fernandez-

Bremauntz et al., 2004; Romero y Gutiérrez-Ruiz 2010).

La técnica mas comun para la extraccion de oro y plata implica el uso de cianuro para disolver a
los metales de la mena. Sin embargo, este proceso puede liberar a los MIT que estén presentes,
como el Pb y el Cd. Estos dos MIT, a menudo se encuentran en minerales de sulfuro que pueden
estar presentes en depoésitos de oro y plata. También, durante el proceso de trituracién y molienda
de los metales preciosos, los polvos y particulas finas que contienen Cd y Pb pueden liberarse al

ambiente (Covarrubias y Pefia-Cabriales, 2017; Romero y Gutiérrez-Ruiz, 2010).

Por otro lado, la amalgamacion es un proceso comunmente utilizado en la extraccion de oro,
mediante el cual, se utiliza Hg para formar una amalgama con el oro, permitiendo que el metal
precioso se separe de otros minerales. Sin embargo, este proceso puede liberar el Hg al ambiente
si no se gestiona adecuadamente (Covarrubias y Pefia-Cabriales, 2017; Romero y Gutiérrez-Ruiz
2010).
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1.3 Presencia de MIT en la Comarca Minera, Hidalgo

El estado de Hidalgo, México, cuenta con 10 regiones geoculturales, también Ilamadas regiones
naturales y las cuales son definidas con base en caracteristicas geogréaficas, sociales, climaticas y
econdmicas. Dichas regiones son: La Huasteca, Sierra Alta, Sierra Baja, Sierra Gorda, Sierra de
Tenango, Valle de Tulancingo, Altiplanicie Pulquera, Valle del Mezquital, Cuenca de México y
Comarca Minera (SGM, 2018).

La Comarca Minera, a su vez, comprende diferentes municipios: Atotonilco el Grande, Huasca de
Ocampo, Mineral del Chico, Mineral de la Reforma, Mineral del Monte, Pachuca de Soto,
Epazoyucan y Omitlan de Juéarez (Ferndndez-Badillo et al., 2011). Esta region geocultural debe su
nombre al extenso historial minero que posee, mismo que data de mas de 500 afios de mineriay la
cual se ha caracterizado principalmente por la extraccion de oro y plata, situacion que ha propiciado
la gradual contaminacion de los suelos de la region por Cd, Hg y Pb (Fonseca, 2018; Hernandez-
Acosta et al., 2009; SGM, 2018).
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2. Caracterizacion toxicoldgica del cadmio, mercurio y plomo
2.1 Propiedades fisicoquimicas y toxicologicas del cadmio (Cd)

El Cd es un metal perteneciente al grupo Il del bloque B de la tabla periddica, su forma elemental
exhibe caracteristicas de un metal blando, de color blanco con matices en azul. Posee un peso
atébmico de 112.40 g/mol y densidad relativa de 8.65 a 20°C (68°F), con numero atémico 48, su
punto de fusién es de 320.9°C (610°F) y de ebullicion de 765°C (1410°F). Este elemento no se
encuentra en estado libre en la naturaleza como metal puro y rara vez se le encuentra en grandes
cantidades formando cloruros y sulfatos, generalmente, este se encuentra estrechamente asociado
con el Zn (ATSDR, 2005; CEPIS/OPS, 2005).

El cadmio (Cd) es liberado al ambiente mediante diversos procesos, entre los que destacan: de
forma natural, a través de la descomposicion de rocas en rios, emisiones por incendios y actividad
volcénica; y de manera antropogénica, principalmente por actividades industriales como la mineria,
especialmente en la extraccion de zinc (Zn), plomo (Pb) y cobre (Cu). Se estima que su
movilizacién anual a nivel mundial es de 9,039,000 toneladas (Ramirez, 2002). La contaminacion
de suelos agricolas con cadmio es relevante debido a que este metal puede ingresar a la cadena
trofica mediante el uso frecuente de fertilizantes fosforados, que constituyen una fuente importante
de este compuesto. La cinética ambiental del Cd depende de varios factores, como el pH y la
cantidad de materia organica, los cuales varian segun las condiciones ambientales. Generalmente,
el cadmio se adsorbe fuertemente a la materia organica, donde permanece inmavil en el suelo, pero
puede ser incorporado por las plantas, entrando asi en la cadena alimentaria. (ATSDR, 2005;
CEPIS/OPS, 2005).

Dependiendo de la dosis, fuente y tipo de exposicion puede dafiar varios érganos como el higado,
rifidn, pulmon, hueso, testiculos y placenta. Asi mismo el Departamento de Servicios de Salud
Humana de Estados Unidos (U.S. Department of Health and Human Services) propone que el Cd
sea considerado un compuesto carcinogénico y la IARC también lo clasifica como cancerigeno
para los humanos (Grupo 1) (ATSDR, 2005; CEPIS/OPS, 2005; IARC, 1993; Ramirez, 2002).

2.2 Propiedades fisicoquimicas y toxicologicas del mercurio (Hg)

El Hg es un elemento quimico perteneciente al blogue D de la tabla periodica, con nimero atdbmico
de 80. Presenta un peso atomico de 200.59 g/mol y una densidad relativa de 13.5 a 20°C. Su punto

de ebullicion se encuentra en los 356,7° C y su punto de fusién en los -38,83° C. Es un metal
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liquido a 0°C, pesado, de color blanco-plateado, sin olor y que por lo general forma esferas. Posee
una gran capacidad para amalgamar a casi todos los metales, se evapora a 13° C y no es esencial
en ningun proceso bioldgico. Este elemento puede ser encontrado en la naturaleza en sus formas
inorganicas como mercurio elemental Hg (0) o formas idnicas como (Hg | y Hg I1) y en sus formas
orgénicas como dimetilmercurio ((CHz)2Hg), fenilmercurio (CsHgHgO>) y metilmercurio ((CHs)
Hg). El Hg (I1) tiende a unirse fuertemente con los componentes del suelo, lo que reduce su
disponibilidad. Sin embargo, el metilmercurio, una de las formas organicas de este metal, es
altamente téxico debido a su gran poder de biomagnificacion. Ademas, posee la capacidad de
acumularse en membranas bioldgicas y, debido a su liposolubilidad, puede atravesar facilmente
membranas como la placentaria y la hematoencefélica. En el ambiente, el mercurio puede
encontrarse en diversas formas: elemental, inorganica u organica (metilmercurio). (ATSDR, 2005;
CEPIS/OPS, 2005).

El Hg puede ser liberado al ambiente a través de diferentes procesos naturales, tales como los
incendios forestales, la actividad volcanica, emisiones oceanicas y la desgasificacion de la corteza
terrestre. Sin embargo, las acciones antrdpicas, como la mineria, figuran como una de las
principales cusas de la liberacion de este MIT a los ecosistemas (ATSDR, 2005; CEPIS/OPS,
2005).

Se sabe que los efectos toxicos del mercurio, varian en funcion de la especie quimica, la
concentracion y el tiempo de la exposicion. Algunos de los efectos tdxicos del mercurio,
observados en la salud humana consisten en efectos adversos sobre el sistema inmunolégico,
sistema reproductivo y sistema nervioso. Puede causar sordera, ceguera, impedimento del habla 'y
retraso mental. En el sistema cardiovascular influye en la presion arterial, frecuencia cardiaca y
enfermedades del corazon. De igual forma, puede causar dafios a diferentes Grganos,
principalmente a los rifiones y el cerebro, ademas de causar graves problemas en el sistema
nervioso (ATSDR, 2005; Covarrubias y Pefia-Cabriales, 2017).

2.3 Propiedades fisicoquimicas y toxicologicas del plomo (Pb)

El Pb es un elemento metélico de color azulado a gris mate, flexible e inelastico, perteneciente al
grupo 14 del bloque P de la tabla periédica. Posee un numero atomico de 82 y un peso atomico de
207.19 g/mol, con una densidad relativa de 11.4 a 16° C. Presenta un punto de fusion de 327.4° C

y un punto de ebullicién de 1725° C. Es un elemento que, desde el punto de vista de la toxicologia,
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es de alto riesgo debido a su potencial toxico. A diferencia de otros elementos considerados
micronutrientes, el plomo no ningun beneficio a los seres vivos, por lo que se le considera de riesgo
aun en bajas concentraciones, causando problemas de tipo neurotoxicos asociados con la falta de
concentracion, pérdida de memoria, atrofia en las habilidades motoras el habla y el lenguaje en
general; también es considerado como un elemento hepatotoxico, nefrotdxico y genotdxico
(ATSDR, 2005; Covarrubias y Pefia-Cabriales, 2017).

Algunas de las principales fuentes de emision de Pb al ambiente son la fundicion, el procesamiento
0 beneficio de metales y propiamente la mineria, mediante el mal manejo de jales mineros
(ATSDR, 2005; Covarrubias y Pefia-Cabriales, 2017).

El Pb, debido a su naturaleza como cation divalente, presenta una fuerte afinidad por los grupos
sulfhidrilos presentes en las proteinas, ocasionando su desnaturalizacion. Dentro de los efectos
toxicos causados por el Pb destacan: la perturbacion de la biosintesis de hemoglobina y anemia, el
incremento de la presion sanguinea, dafio a los rifiones, abortos, perturbacion del sistema nervioso,
dafio al cerebro, disminucion de la fertilidad del hombre a través del dafio en el esperma,
disminucion de las habilidades de aprendizaje de los nifios, perturbacion en el comportamiento de
los nifios como agresion, impulsividad e hipersensibilidad (ATSDR, 2005; CEPIS/OPS, 2005;
Covarrubias y Pefia-Cabriales, 2017).
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3. Uso de bioindicadores en la evaluacion del impacto ambiental por MIT
3.1 Definicion y tipos de bioindicadores

A los bioindicadores se les puede definir como procesos bioldgicos, especies, parte de ellas o
comunidades enteras que se pueden utilizar para evaluar la calidad del ambiente y los diferentes
cambios que este pueda tener a traves del tiempo (Markert et al., 2003). Este método de evaluacion,
se ha implementado desde la década de los sesentas y a lo largo del tiempo se ha ido ampliado el
repertorio de especies bioindicadoras con el fin de estudiar todo tipo de ambientes (Stankovic et
al., 2013).

Los bioindicadores se definen como procesos bioldgicos, especies, partes de ellas o comunidades
enteras que pueden utilizarse para evaluar la calidad del ambiente y los cambios que este pueda
experimentar a lo largo del tiempo. Este método de evaluacion se ha implementado desde la decada
de los sesenta, y con el tiempo se ha ampliado el repertorio de especies bioindicadoras para estudiar
diversos tipos de ambientes (Stankovic et al., 2013).

Para conocer el estado de salud de un ambiente determinado, la toxicologia sugiere la utilizacion

de bioindicadores de calidad ambiental dentro de los que destacan:

Bioconcentradores: Organismos que acumulan contaminantes en sus tejidos a concentraciones
superiores a las del entorno circundante. Estos organismos pueden emplearse para monitorear la

presencia y concentracion de contaminantes en un area (Markert et al., 2003).

Bioindicadores de respuesta temprana: Organismos que muestran cambios rapidos en su
comportamiento, fisiologia o morfologia en respuesta a la presencia de contaminantes o

alteraciones ambientales (Markert et al., 2003).

Bioindicadores de respuesta tardia: Organismos que tardan mas en manifestar signos de estrés o
cambios debido a contaminantes o alteraciones ambientales, pero que eventualmente exhiben

efectos negativos en su salud o poblacion (Markert et al., 2003).

Bioindicadores de exposicién cronica: Organismos que reflejan la exposicion prolongada a
contaminantes a lo largo del tiempo, manifestindose en cambios en su estructura poblacional,

reproduccion o salud general (Markert et al., 2003).
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4. Ecotoxicologia de serpientes
4.1 Panorama general de la ecotoxicologia de serpientes

Las serpientes son un grupo de vertebrados bastante diverso, contando con 4065 especies
reportadas alrededor del mundo y cuyos habitats se extienden a través de dos importantes matrices
medio ambientales como son los ambientes acuaticos y terrestres, sin mencionar que Sus
caracteristicas bioldgicas promueven su exposicién a los contaminantes ambientales como son los
MIT (Fernéndez-Badillo et al., 2011; 2017; Uetz y Hoske, 2023).

Como se mencion6 anteriormente, las serpientes son especialmente vulnerables a la contaminacion
por MIT, pues sus caracteristicas conductuales y hébitos alimenticios, inducen largos periodos de
exposicion a los contaminantes, incrementando la probabilidad de bioacumularlos y

biomagnificarlos (Egea-Serrano y Ortiz-Santaliestra, 2013; Hopkins, 2000; Quesada et al., 2014).

Sin embargo, pese al papel ecolégico que este grupo desempefia en los ecosistemas y su
vulnerabilidad ante la contaminacion por MIT, los estudios que respectan al area de la
ecotoxicologia aplicada en serpientes, son bastante escasos, pues del total de trabajos
ecotoxicologicos realizados en vertebrados, menos del 0.8 % corresponde a serpientes (Egea-

Serrano y Ortiz-Santaliestra, 2013).

Esta falta de trabajos se debe en parte, a las diferentes dificultades metodoldgicas que se presentan
dada la propia conducta de las serpientes, asi como las diferentes limitaciones durante la toma de
muestras debido al estatus de proteccion de varias especies, por lo que algunos investigadores
sugieren el incremento en el uso de metodologias no letales y poco invasivas que permitan
determinar parametros de bioacumulacion y asi lograr un mejor entendimiento sobre las posibles
afecciones que estos contaminantes puedan tener sobre este grupo de animales en particular y de
esta forma, poder dilucidar el papel que las serpientes pueden desempefiar como bioindicadoras de
la calidad del ambiente (Jones y Holladay, 2006; Sparling et al., 2010; Quesada et al., 2014).

Puntualizando en el area de ecotoxicologia, Campbell y Campbell (2001) mencionan que, para
obtener mejores resultados en las evaluaciones de riesgo ecoldgico y en los estudios de
contaminacion ambiental por MIT, es necesario considerar un buen complemento de los miembros
relevantes de los ecosistemas estudiados y aunque actualmente se han incrementado las

investigaciones relacionadas al campo de la ecotoxicologia aplicada a los saurdpsidos no aves, las

20| Pagina



serpientes siguen siendo un grupo poco estudiado pese a su gran diversidad e importancia

ecoldgica.

Pese a que el campo de la ecotoxicologia en serpientes, sigue siendo poco estudiados, en la mayoria
de las evaluaciones ecotoxicoldgicas que se han realizado con estos organismos, las serpientes de
habitos semiacuicolas resultan ser las mas utilizadas para medir la presencia de elementos toxicos
en dicha matriz, sin mencionar que dichos trabajos, las serpientes suelen presentar los valores mas
altos de bioacumulacién en comparacion con otros taxones evaluados, esto debido a su estatus de
depredadores (Ibarra-Bautista et al., 2020). En dichos trabajos, el grupo de serpientes al cual se le
ha dado un mayor interés ha sido la familia Natricidae, probablemente por ser una de las familias
mas diverses y al poseer especies con poblaciones relativamente mas abundantes en comparacion

con otras familias de serpientes (Ibarra-Bautista et al., 2020).

Los miembros de la familia Natricidae cominmente conocidos como culebras de agua, son
serpientes de habitos acuaticos o semiacudticos, con una dieta muy variada que incluye anfibios y
peces, asi como ocasionalmente algunos artropodos y moluscos (Fernandez-Badillo et al., 2017),
por lo que se les considera como buenos modelos para evaluar la bioacumulacion de metales
pesados vertidos en cuerpos de agua. También es importante considerar que la mayoria de los
miembros de esta familia no poseen veneno y el veneno de los miembros que, si poseen, no resulta
letal para el ser humano, por lo que la captura y toma de datos no representa un riesgo para los

investigadores.

En la actualidad se cuenta con muy pocos trabajos en donde los organismos estudiados sean
serpientes venenosas. Esto, sin duda abre el debate sobre la inclusion de este tipo de serpientes en

estudios de ecotoxicologia.

Debido a su gran diversidad, las serpientes venenosas, particularmente de la familia Viperidae,
juega un papel de suma importancia en los ecosistemas mexicanos, pues su participacion en las
redes tréfica es irremplazable, asi mismo también resultan ser organismos muy importantes para
las investigaciones médicas de caracter antropocéntrico (Fernandez-Badillo et al., 2011), por lo
que conocer la respuesta de estos animales ante la contaminacion ambiental debe adquirir un mayor

interés por parte de los investigadores de las ciencias ambientales.
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Actualmente, el género Agkistrodon es el Gnico género de serpientes venenosas pertenecientes a la
familia Viperidae, con el que se ha llevado a cabo algun estudio o evaluacién de riesgo ecoldgico
y contaminacion ambiental (Ibarra-Bautista et al., 2020). La mayoria de las especies de este género
son animales con habitos asociados a cuerpos de agua por lo que juegan un rol importante como
bioindicadores de contaminacion acuatica. Sin embargo, son animales con poblaciones
relativamente bajas y con habitos secretivos, por lo que considerarlos dentro de este tipo de
estudios, requiere de un esfuerzo de muestreo mayor respecto a otras especies de serpientes
asociadas a cuerpos de agua, esto lo podemos ver reflejado en las especies mayormente utilizadas,

como son los miembros de la familia Natricidae.

En un estudio realizado por Campbell y Campbell (2002), se presentd una recopilacién de los
antecedentes disponibles para esa fecha, sobre la implementacion de serpientes en estudios

ecotoxicologicos, recalcando la falta de datos para el momento (Tabla 1).
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Tabla 1 NUmero de estudios toxicoldgicos con serpientes. Modificado de (Campbell y Campbell, 2002).

Familia NuUmero de trabajos Estudios sobre los efectos

Acrochordidae
Aniliidae
Anomalepididae
Atractaspididae

Boidae

SO N O O DN

Bolyeriidae
Colubridae 14
Elapidae 4
Leptotyphlopidae 1
Loxocemidae
Natricidae
Pythonidae
Tropidophiidae
Typhlopidae
Uropeltidae

Viperidae

o B O O O O O O o o dp o o o o o o

O O B O O O o

Xenopeltidae

Las familias no consideradas este trabajo de Campbell y Campbell en el 2002 y posiblemente incluidas en
otra familia por error de clasificacion son Natricidae en Colubridae y Pythonidae en Boidae. Como se
puede observar en la tabla 1, son realmente escasos los trabajos en donde las serpientes son el
organismo considerado para evaluar la contaminacion por metales pesados en el ambiente, y méas
escasas son aquellas evaluaciones que hablan sobre el dafio causado en las serpientes por la
presencia de estos elementos toxicos. También podemos notar que existen familias en las que la
investigacion ha sido practicamente nula, lo cual abre un gran campo de oportunidades en cuanto

a la ecotoxicologia de este grupo.
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Hasta ahora, la mayoria de los estudios ecotoxicoldgicos realizados se han basado en demostrar el
potencial de bioacumulacion que las serpientes poseen, medir las concentraciones encontradas en
diferentes 6rganos y compararlas ya sea entre si, entre machos y hembras, diferentes zonas o a
través del tiempo. Campbell y Campbell (2001) mencionan que la falta de trabajos relacionados a
los efectos adversos que estos elementos toxicos pueden tener sobre las serpientes, pueda ser
debido principalmente a que muchas de las agencias de proteccion ambiental de Estados Unidos
no requieren pruebas en serpientes, sin embargo, los mismos autores hacen énfasis en recapacitar

dichas decisiones, principalmente por la gran importancia ecoldgica que estos organismos poseen.

Como se menciond con anterioridad, son las caracteristicas bioldgicas propias de las serpientes lo
que las vuelven propensas a la bioacumulacion de distintos xenobidticos, en este caso a los MIT.
Debido a esto es que se les puede considerar como indicadores Utiles de contaminacion ambiental,
algunos autores hacen énfasis en este aspecto, considerando a las serpientes como auténticos

centinelas ambientales (Burger et al., 2017; Campbell y Campbell 2001).
4.2 Métodos de estudio

Los estudios de ecotoxicologia con serpientes, son una rama que aun se puede considerar en
desarrollo y en donde diversas especies de estos organismos no son considerados para alguna
evaluacion. Gran parte de este problema deriva de que muchas de las especies se encuentran en
algun estatus de amenaza, por lo que la toma de muestras se ve comprometida, lo que obliga a los
investigadores a trabajar con animales que puedan encontrarse muertos o bien, optar por trabajar
con especies con poblaciones abundantes y que no se encuentren amenazadas (Egea-Serrano y
Ortiz-Santaliestra, 2013).

Si bien el estatus de conservacion de este grupo de vertebrados puede ser un impedimento para el
desarrollo de estudios de contaminacion ambiental y evaluaciones de riesgo ecologico, esta misma
condicion también puede ser un detonante para impulsar a los investigadores a utilizar métodos no
letales de muestreo, los cuales pueden ser facilmente homologados de estudios en otros grupos de
vertebrados (Burger et al., 2017).

Dada la escasez de trabajos de ecotoxicologia en serpientes, algunos investigadores han sugerido
la utilizacion de biomarcadores no letales y poco invasivos que permitan incluir en mayor medida
a las serpientes en estudios ecotoxicoldgicos independientemente de que estén en un estatus de

proteccién. Un biomarcador, por definicion es, cualquier tipo de muestra bioldgica obtenida de una
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determinada especie; puede ser tejido, fluido, partes del cuerpo o el cuerpo completo; con el cual
se puedan detectar concentraciones de determinado contaminante; los biomarcadores no letales
mas utilizados en estudios toxicoldgicos con serpientes son la sangre, mudas de piel y “tail clips”
(Tabla 2). Este ultimo se refiere a una porcidn de cola, de entre 2 y 3 cm, que se amputa del animal
(Burger et al., 2006; 2017; Jones y Holladay, 2006).

Tabla 2 Biomarcadores utilizados en diferentes especies de serpientes.

Especie Biomarcador Fuente
Agkistrodon piscivorous Sangre y Tail clips (Burger et al., 2006)
Agkistrodon piscivorous Higado (Quesada et al., 2014)
Cobra de Punjab Escamas (Kaur, 1988)
Elaphe guttata Muda de piel (Jones y Holladay, 2006)
Natrix natrix Higado y musculo (Gavri¢ et al., 2019)
Natrix stelata Higado y musculo (Gavri¢ et al., 2019)
Nerodia fsciata Sangre y Tail clips (Burger et al., 2006)

Muda de piel, Tail clips
y sangre

Nerodia fsciata (Hopkins et al., 2001)

Sangre, higado, rifién,

Nerodia spideon (Campbell et al., 2005)

musculo y piel
Nerodia spideon Sangre y musculo (Burger et al., 2005)
Nerodia taxispilota Sangre y Tail clips (Burger et al., 2006)
Higado, rifion, sangre,
Pituophis melanoleucus musculo, corazén y (Burger et al., 2017)
mudas de piel
Thamnophis gigas Higado y Tail clips (Wylie et al., 2009)
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Algunas investigaciones incluso se han centrado Uinicamente en corroborar la utilidad de dichos
biomarcadores (Tabla 2), algunos otros, propone otros mas invasivos, como es el caso de lo
reportado por Quesada et al. (2014), proponen biopsias no letales de higado para el analisis de
contaminantes bioacumulados en serpientes, pero su metodologia mas complicada e invasiva ha

sido poco aceptada.

El interés por sumar a este grupo de vertebrados a los estudios de contaminacion ambiental ha ido
aumentando a medida que varios investigadores proponen nuevas metodologias cada vez menos
agresivas para trabajar con estos animales, por lo que podemos decir que recientemente las
serpientes estan comenzando a tener la atencion que merecen por parte de esta area de la ciencia
(Burger et al., 2017; Quesada et al., 2014).

Profundizando un poco sobre el método de analisis mediante “tail clips” es necesario reconocer
que se trata de un procedimiento poco invasivo y el cual permite analizar hueso, piel, tejido adiposo
y sangre sin la necesidad de sacrificar a los animales (Burger et al., 2006; Hopkins, 2000; Wylie et
al., 2009). Segun la metodologia reportada por los autores, la obtencion de los “tail clips” se refiere
a la amputacion de 1 a 2 cm de la parte final de la cauda y puede ser empleado en serpientes cuya
cola no esté implicada principalmente con métodos de caceria o defensa (en el caso del género
Crotalus), sin embargo, existen algunos puntos discutibles sobre dicho método, como es la
implicacion de un procedimiento quirdrgico en el animal y el cual debe ser realizado,
preferentemente, bajo condiciones de asepsia, con la finalidad de minimizar los riesgos que este

procedimiento pueda suponer para los ejemplares de forma que, se complica la toma de muestras.

Pese a que se menciona que el biomarcador “tail clips” no compromete la integridad de los
ejemplares, hay que analizar ciertos aspectos. Recordemos que las serpientes son animales que
dependen Unicamente de su cuerpo para desplazarse y que muchas de ellas utilizan la cauda para
asirse de ramas y otros lugares, también, algunas de ellas como es el caso de varias especies del
género Agkistrodon, utilizan parte de su cola para atraer presas, moviéndola de un lado a otro como,
aparentando ser un gusano (Santibafiez, 2007). Por otro lado, las serpientes del género Crotalus
dependen de su cola para advertir a sus depredadores de su potencial peligro (Fernandez-Badillo
et al., 2011). Si bien en este caso, el cascabel que ostentan estos animales al final de la cauda, es
una estructura que puede ser reemplazable, cortar parte de la cola evitaria la nueva formacién del

cascabel. Por lo tanto, el biomarcador “tail clip” puede considerarse un avance en la
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implementacién de métodos no letales de muestreo, sin embargo, no podria definirse como un

método completamente no invasivo.

Por otro lado, algunas investigaciones realizadas en blsqueda de biomarcadores no letales
proponen el uso de la muda de piel, pues como ya se ha visto anteriormente en otros grupos de
vertebrados, las estructuras queratinosas tienden a bioacumular a los MIT, de esta manera, los
metales que entren al organismo de estos escamados podran ser acumulados en la piel y

posteriormente desechados junto con la misma (Jones y Holladay, 2006).

La implementacién de la muda de piel como un biomarcador de bioacumulacion de MIT, supone
una técnica verdaderamente no invasiva, ideal para trabajar con especies cuyo estatus de proteccién
limita los muestreos de otro tipo (Burger et al., 2017). Cabe destacar que, en los trabajos revisados,
las concentraciones halladas en muda de piel se correlacionan significativamente con las

concentraciones de drganos internos segun los autores (Ibarra-Bautista et al., 2021).

Pese a la reciente implementacion de nuevos biomarcadores no letales en serpientes, aun no se han
reportado trabajos con las estructuras queratinosas comunmente llamadas cascabeles, propias de

animales del género Crotalus y mucho menos con el veneno de los mismos.
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5. Inclusion del género Crotalus como herramienta toxicoldgica
5.1 Diversidad e importancia del género Crotalus en México

México cuenta con una gran diversidad de serpientes, destacando a las serpientes de cascabel
(género Crotalus) como uno de los géneros mas diversos y cuyas especies estan presentes en casi
todos los ecosistemas del territorio nacional, conformando asi, un grupo de gran importancia
cultural y ecoldgica para México (Fernandez-Badillo et al., 2017). Particularmente en el estado de
Hidalgo, el género Crotalus es igualmente diverso, pues ahi se distribuyen ocho de las 46 especies
de viboras de cascabel del pais, abarcando gran parte del estado (Fernandez-Badillo et al., 2011;
2017; Uetz y Hoske, 2023).

Dada la gran importancia ecoldgica que las serpientes de cascabel poseen, la integracion de este
taxon en estudios ecotoxicologicos es precisa, sin embargo, debido al estatus de proteccion de
varias especies, la consideracion de estos animales en estudios ecotoxicoldgicos requiere de la
implementacion de metodologias no letales y poco invasivas que permitan la toma de muestras, sin

perjudicar a los animales.
5.2 Biomarcadores no letales propuestos para el género Crotalus

Se han probado a diferentes tipos de muestras bioldgicas como biomarcadores no letales para su
uso en serpientes, sin embargo, la obtencion de algunas de estas, implican procesos quirargicos
para los animales, que, si bien no se trata de métodos letales, si implica un procedimiento agresivo
y estresante para los animales. Por otro lado, el cascabel de estas serpientes, al ser una estructura
queratinosa, sin terminaciones nerviosas, formada por la muda de piel de los organismos, puede
facilmente ser retirado de las serpientes sin que esta accion signifique algun tipo de dafio para los
animales. Ademas, se ha observado que las estructuras queratinosas, como la muda de piel de las
serpientes son buenos biomarcadores no letales, que permiten medir bioacumulacion de MIT en
este grupo de animales, pues en distintas investigaciones, las concentraciones reportadas en la
muda de piel de las serpientes, se correlacionaban significativamente con las concentraciones
reportadas en érganos internos de los animales (Burger et al., 2017; Campbell et al., 2006; Jones y
Holladay; 2006).

De igual forma, se ha observado la presencia de MIT acumulados en tejidos y fluidos ricos en

proteinas, dada la naturaleza de los MIT. Sin embargo, a la fecha, no se cuenta con ningln trabajo
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que haya confirmado o descartado la utilizacion del veneno de las serpientes, como un marcador
de bioacumulacién de MIT, ya que el veneno esta constituido, aproximadamente, por un 90% de
proteinas en peso seco (Borja et al., 2014; Sparling et al., 2010).

Dado lo anteriormente expuesto, el presente trabajo se basa en la aplicacion de una evaluacion
ecotoxicoldgica en dos poblaciones de viboras de cascabel, utilizando métodos no letales y poco
invasivos de muestreo, con el fin de ampliar el conocimiento de la relacion entre contaminantes y
sus posibles efectos genotoxicos en este tipo de serpientes mexicanas, asi como brindar nuevas
herramientas de muestreo y analisis no letales que promuevan la inclusion de estos organismos en

evaluaciones ecotoxicoldgicas.
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JUSTIFICACION

La Comarca Minera del estado de Hidalgo, presenta un amplio historial de extraccién mineral,
principalmente de oro, plata y plomo (Hernandez-Acosta et al., 2009; SGM, 2018), situacion que
ha promovido, a lo largo de mas de 500 afios de mineria, la contaminacion ambiental por MIT
asociados a la extraccion de dichos metales preciosos, elementos metalicos que, son de interés por
su potencial para causar efectos adversos en la salud humana, animal o ambiental; en general no
tienen funcién bioldgica esencial (0 solo en trazas muy controladas), son biodisponibles y
bioacumulables, alta mente persistentes en el ambiente y en general muy toxicos, aun a bajas

concentraciones.

Por ello, se requiere evaluar y monitorear la calidad del ambiente y sus posibles efectos en la biota
asociada, muchas de las cuales son posibles gracias a la utilizacion de diversos organismos que

sirvan como bioindicadores y biomonitores ambientales (Burger et al., 2005).

Al incluir a una especie de suma importancia ecolégica y con una amplia distribucién dentro de la
zona de interés, como es C. aquilus, en un estudio ecotoxicologico, se estara ampliando
significativamente el conocimiento en un area de la ecotoxicologia que ha sido poco explorada en

México y el mundo (Egea-Serrano y Ortiz-Santaliestra, 2013; Ibarra-Bautista et al., 2021).

Por otro lado, debido a que muchas de las especies de serpientes mexicanas, particularmente del
género Crotalus, se encuentran en alguna categoria de proteccion, se busca que este tipo de
investigaciones se realicen bajo protocolos no letales y poco invasivos y bajo las NOMs para su

proteccion (Burger et al., 2005).

Por lo tanto, debido a la contaminacion por metales de interés toxicoldgico (MIT), causada por la
mineria en esta region, que es una actividad ancestral que se remonta a mas de cinco siglos, ligada
profundamente a la historia y cultura local; asi como, a la escaseces de trabajos referidos a la
ecotoxicologia de serpientes, el objetivo del presente estudio es llevar a cabo una evaluacion
ecotoxicologica aplicada a dos poblaciones de C. aquilus presentes en la Comarca Minera, Hidalgo,
priorizando el uso de metodologias no letales y poco invasivas, con el fin de validar la utilizacion
de un biomarcador no letal conocido en serpientes como es la muda de piel y proponer nuevos
biomarcadores no letales como el cascabel y el veneno, mismos que puedan ser utilizados en un
futuro como parte de una metodologia particular para estudios ecotoxicoldgicos con serpientes del

género Crotalus.
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OBJETIVOS
1. Objetivo general

Realizar una evaluacion ecotoxicoldgica de dos poblaciones de Crotalus aquilus (Klauber, 1952),
expuestas ambientalmente a metales de interés toxicoldgico (MIT), en la Comarca Minera,
Hidalgo, mediante metodologias de evaluacion de riesgos y andlisis de marcadores no letales de
bioacumulacion y dafio, para contribuir al conocimiento ecotoxicoldgico de estos compuestos en
serpientes y establecer el potencial de la especie como bioindicadora de calidad ambiental en
estudios ecotoxicoldgicos.

2. Objetivos especificos

1. Determinar la presencia, concentracion y el riesgo ecoldgico de tres MIT (Cd, Pb y Hg) en el
suelo de las zonas de estudio, mediante espectroscopia de plasma acoplado inductivamente (ICP)
y la aplicacion de una adecuacion de la metodologia para la evaluacion de riesgos quimicos
propuesta por la CEPIS/OPS y ATSDR, para caracterizar el peligro de la zona y sustentar los

criterios de la investigacion.

2. Evaluar la vulnerabilidad, exposicion y el riesgo ecotoxicologico de C. aquilus en los sitios de
estudio por exposicion a MIT, aplicando una adecuacion a la de la metodologia para evaluacién de
riesgos quimicos propuesta por la CEPIS/OPS y ATSDR, para determinar los riesgos en

poblaciones de C. aquilus evaluadas ante una exposicion a estos compuestos.

3. Evaluar la presencia y concentraciones de MIT en distintos marcadores de bioacumulacion de
C. aquilus (cascabel, veneno, muda de piel y cuerpo completo) en las dos zonas de estudio,
mediante ICP, para analizar los patrones de bioacumulacion de los MIT en la especie y asi
corroborar el uso de los biomarcadores conocidos, incluyendo el cascabel y el veneno como nuevos

biomarcadores de exposicion no letales en serpientes.

4. Evaluar el dafio genotdxico inducido por los MIT a concentraciones observadas, en ejemplares
de C. aquilus de las dos zonas de estudio, mediante la frecuencia espontanea de micronucleos en
sangre periférica (FMN), con el fin de identificar el dafio genotdxico potencial por bioacumulacion

de estos elementos.
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CAPITULO |I: CARACTERIZACION DEL PELIGRO AMBIENTAL Y EVALUACION
DEL RIESGO ECOLOGICO

1. Introduccion

Actualmente, la salud de los ecosistemas constituye una preocupacion global creciente, debido al
constante incremento en la liberacion de contaminantes al ambiente. Esta situacion compromete no
solo la integridad de los sistemas ecoldgicos, sino también el bienestar humano. En este contexto,
diversas agencias sanitarias han enfatizado la importancia de comprender, de manera prioritaria,
los riesgos bioldgicos y ecoldgicos asociados a la presencia de contaminantes en un entorno
determinado. Por lo tanto, resulta fundamental identificar, limitar y controlar dichos compuestos

para mitigar sus efectos adversos (Mendoza-Vazquez et al., 2022).

En concordancia con lo anteriormente expuesto, la primera etapa de este estudio se centra en la
caracterizacion del peligro en la zona de analisis, lo cual implica la identificacion y cuantificacion
de los metales de interés toxicoldgico (MIT), especificamente cadmio (Cd), plomo (Pb) y mercurio
(Hg), presentes en el area de estudio. Asimismo, se consideran diversas variables ambientales que
pueden incrementar la peligrosidad de estos agentes quimicos. A continuacién, se describen los
métodos analiticos mas comunmente empleados para la deteccion y cuantificacion de los MIT en

distintas matrices ambientales y bioldgicas (Linarez, 2020; USEPA, 2007):

Espectroscopia de absorcion atomica (EAA): La EAA permite la determinacion precisa de MIT
mediante la absorcion de radiacion electromagnética a una longitud de onda especifica (Linarez,
2020). La concentracion de metales como Cd, Hg y Pb, que son altamente toxicos incluso en bajas
concentraciones, puede medirse de manera efectiva, aunque su sensibilidad depende de la longitud
de onda seleccionada y del tipo de metal. Esta técnica es adecuada cuando se busca cuantificar
concentraciones moderadas de un solo elemento a la vez. Comparada con otras técnicas como la
espectrometria de masas, la EAA tiene una menor sensibilidad y capacidad para detectar trazas de
metales, lo que la hace méas limitada cuando se requiere una deteccion de niveles extremadamente

bajos o la medicion simultanea de multiples elementos (Linarez, 2020; USEPA, 2007).

Espectrometria de masas (EM): La EM se distingue por su capacidad para identificar y cuantificar
MIT mediante la medicidn precisa de las masas de los iones generados (Linarez, 2020). La técnica
de ICP-MS (espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente) es particularmente (til
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debido a su excepcional sensibilidad y selectividad, permitiendo la deteccién de trazas de metales
en concentraciones extremadamente bajas, incluso en el rango de partes por billon (ppb). Es ideal
para casos donde se requiere una alta sensibilidad y se necesitan resultados rapidos y detallados de
multiples elementos simultaneamente. Comparada con la EAA, la EM ofrece una mayor
sensibilidad y capacidad de andlisis multi-elemental, lo que la convierte en la técnica preferida
cuando se busca detectar niveles muy bajos de contaminantes en suelos o fluidos (Linarez, 2020;
USEPA, 2007).

Cromatografia de alta resolucion (HPLC): La HPLC se utiliza principalmente para separar y
cuantificar componentes individuales en una muestra, aunque su aplicabilidad en la deteccion de
MIT esté& generalmente limitada a la combinacién con otras técnicas como la EAA o la EM (Acosta,
2007; Linarez, 2020). Cuando se utiliza con estos detectores, la HPLC permite identificar y
cuantificar metales especificos y sus especies quimicas, lo que puede ser crucial en estudios donde
se desea conocer no solo la presencia del metal, sino su forma quimica (especiacion), lo cual influye
en su toxicidad y biodisponibilidad. La HPLC es particularmente Gtil cuando los MIT se encuentran
asociados con otras sustancias en el suelo, lo que afecta su movilidad y requiere de técnicas que

separen estos compuestos antes de la deteccion (Linarez, 2020; USEPA, 2007).

Espectroscopia de emision dptica con plasma acoplado inductivamente (ICP): EI ICP es una técnica
de eleccién para la identificacion y cuantificacion de MIT debido a su capacidad para analizar
multiples elementos simultaneamente con una alta sensibilidad (Linarez, 2020). En este método, la
muestra se atomiza y ioniza en un plasma de alta temperatura, generando radiacion
electromagnética caracteristica de cada metal, la cual es medida para determinar su concentracion.
Comparado con la EAA, el ICP tiene una sensibilidad mucho mayor y una capacidad superior para
medir trazas de metales en muestras complejas. Ademas, la combinacion de ICP con otras técnicas
de separacion, como la cromatografia, permite una caracterizacion detallada de los metales
presentes, ofreciendo tanto sensibilidad como especificidad. Esto lo convierte en una técnica
robusta y versatil, adecuada para la deteccion de trazas de metales pesados en suelos contaminados,
especialmente cuando se requiere evaluar varios elementos simultdneamente con precision
(Linarez, 2020; USEPA, 2007).

Los métodos analiticos empleados son fundamentales para una caracterizacion precisa de la

peligrosidad de los metales de interés toxicologico (MIT) en suelos. Esta caracterizacion es esencial
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para evaluar su impacto potencial en la salud humana y en el medio ambiente. La eficacia de estos
métodos depende de diversos factores, entre ellos su limite de deteccion, el tipo de matriz ambiental
en la que se encuentran los contaminantes y el grado de interaccion de estos con la matriz 0 con
otros elementos presentes. La capacidad para detectar concentraciones incluso minimas de MIT
resulta crucial para implementar medidas preventivas y correctivas oportunas (Linarez, 2020).

El ICP es la técnica mas adecuada para este estudio debido a su capacidad para analizar multiples
elementos simultdneamente con alta sensibilidad (Acosta 2007). Comparado con otras técnicas
como la EAA, que es mas limitada en su capacidad para medir concentraciones bajas de metales o
analizar varios elementos a la vez, el ICP proporciona una determinacion mas precisa y detallada
de los MIT, esto lo hace ideal para estudios de ecotoxicologia, donde la deteccién de trazas de
metales pesados es critica para evaluar la peligrosidad de los suelos contaminados y la

bioacumulacion en organismos (Alloway, 2013; Linarez, 2020).

Por otro lado, las evaluaciones de riesgos quimicos, son procesos complejos y rigurosos que
implican la evaluacion sistematica de los riesgos asociados con la exposicion a sustancias quimicas.
Estas evaluaciones aplican metodologias bien definidas y un enfoque multidisciplinario para
garantizar la integridad y la precision de los resultados (CEPIS/OPS, 2005; Lu et al.,2015).

El proceso de evaluacion comienza con la identificacion de las sustancias quimicas de interés y la
recopilacién de datos sobre sus propiedades fisicoquimicas, toxicologicas y ecotoxicoldgicas. Esto
implica examinar estudios cientificos, informes técnicos y datos epidemioldgicos relevantes para

determinar la naturaleza y el alcance de los posibles riesgos (Lu et al.,2015).

Una vez recopilada la informacion, se procede a evaluar la toxicidad de las sustancias quimicas,
considerando factores como la dosis, la via de exposicion y la duracion de la exposicion. Esto se
realiza mediante la aplicacion de modelos y criterios cientificos aceptados internacionalmente, con
el fin de determinar los efectos agudos y cronicos que pueden resultar de la exposicion a las
sustancias quimicas en cuestion (CEPIS/OPS, 2005; Lu et al.,2015).

Paralelamente, se evalla la exposicion a estas sustancias, identificando las rutas potenciales de
exposicion, las fuentes de contaminacién y los patrones de uso. Esto implica considerar factores
como la contaminacion del aire, agua y suelo, asi como la exposicion ocupacional y la ingesta de
alimentos contaminados. Una vez completadas estas evaluaciones, se caracterizan los riesgos

asociados con la exposicidon a las sustancias quimicas, teniendo en cuenta la toxicidad y la
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exposicion. Esto implica la estimacion de los niveles de riesgo para la salud, asi como la
identificacion de posibles poblaciones vulnerables, ya sea por su sensibilidad o susceptibilidad, en
el caso de especies silvestre, el término utilizado es riesgo ecotoxicoldgico, dejando el termino de
salud para estudio en humanos (CEPIS/OPS, 2005).

Finalmente, los resultados obtenidos a partir de la evaluacion de riesgos constituyen una
herramienta fundamental para respaldar la toma de decisiones regulatorias y la formulacién de
politicas en materia de salud publica y proteccion ambiental. Estos resultados pueden traducirse en
la implementacion de medidas para el control de la contaminacion, la definicion de estandares de
calidad ambiental, asi como en la elaboracion de recomendaciones orientadas a salvaguardar la
salud humana y la integridad de los ecosistemas frente a los riesgos identificados (CEPIS/OPS,
2005).

35|Pagina



2. Material y métodos
2.1 Caracterizacion de la zona de estudio

Hidalgo es uno de los 32 estados de Meéxico, se ubica al centro del pais entre las coordenadas
19°35°52” y 21°25°00” latitud norte y 97°57°27” y 99°51°51” longitud oeste. Presenta colindancias
con el estado de San Luis Potosi al norte, con el estado de Veracruz al noroeste, con el estado de
puebla al suroeste, con el estado de Tlaxcala. el Estado de México al sur y con el estado de
Querétaro al oeste y noroeste (Ramirez-Bautista et al., 2021).

El territorio hidalguense posee una superficie aproximada de 20 905 km?, lo que corresponde al
1.1% del territorio nacional y alberga una vasta diversidad bioldgica en sus diferentes ecosistemas,
mismos que comprenden: bosque de coniferas, bosque de pino/encino, bosque mesofilo de
montafia, selva alta perennifolia, matorral xeréfilo y pastizales naturales, resultado de la ubicacion
geografica transicional entre las regiones Neartica y Neotropical. Sin embargo, el impacto asociado
a las actividades productivas, como la mineria, han comprometido la salud de los diferentes
ecosistemas (CEBC-CONABIO, 2021).

El estado de Hidalgo presenta un historial de mas 500 afios de extraccion de minerales, por lo que
se le considera una entidad minera de suma importancia para el pais. Actualmente la extraccion
mineral del estado sigue siendo significativa, ocupando en el 2018 el tercer lugar a nivel nacional
en extraccion de Mn, Cd, Au, Ag, Pby Zn (SGM, 2018).

La Comarca minera, pertenece a una de las diez regiones geoculturales en las cuales esta dividido
el estado de Hidalgo (Figura. 1), debe su nombre a la gran cantidad de yacimientos mineros y
pertenece a la region minera Pachuca-Actopan, una de las cuatro regiones mineras del estado
(Figura. 2).
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Figura 1. Regiones geoculturales del estado de Hidalgo. Tomado de Gobierno del Estado de Hidalgo,

(2024).
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EXPLICACION

REGION MINERA

Figura 2. Regiones mineras del estado de Hidalgo. Tomado de Servicio Geoldgico Mexicano (2018).

En esta region se encuentra también la Sierra de las Navajas, localizada entre las coordenadas
21.20972 Ny 98.58452 W (Figura. 3) y cuya historia la ubica como una zona de gran produccién
minera desde la época colonial, pues es una zona rica en yacimientos de Ag y Au principalmente
(SGM, 2018). La zona presenta un intervalo altitudinal de 2600 a 3200 msnm. EI clima de esta
regiéon es templado, con una vegetacion compuesta principalmente por bosques de coniferas,
bosques de pino y encino, areas de matorral xerdéfilo y pastizales (Fernandez-Badillo et al., 2011;
Olvera-Olvera et al., 2021).
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Figura 3. Sierra de las navajas en el estado de Hidalgo, México. Tomado de Olvera-Olvera et al. (2021).

El presente trabajo se realiz6 con dos poblaciones conocidas de Crotalus aquilus (Olvera-Olvera
et al., 2021) distribuidas en dos ecosistemas diferentes dentro de la Comarca Minera, Hidalgo. Las

39| Pagina



zonas de estudio fueron una zona de bosque de pino y encino perteneciente al ejido El Guajolote,
en la Sierra de las Navajas, que incluye a los municipios de Epazoyucan y Omitlan de Juarez
(Figura. 4) y un é&rea de matorral xer6filo perteneciente al municipio de Xochihuacan, Hidalgo
(Figura. 5), ambas zonas pertenecientes a la Comarca Minera, Hidalgo.
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Figura 4. Sitio de muestreo de la zona de bosque, en el ejido El Guajolote, en la Sierra de las Navajas,
Hidalgo (Google Earth, 2022).
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Figura 5. Sitio de muestreo de la zona de matorral xer6filo, en el municipio de Xochihuacéan, Hidalgo
(Google Earth, 2022).

2.2 Recolecta de suelo

La toma de muestras de suelo se efectud siguiendo el protocolo establecido en la Norma Mexicana
NMX-AA-132-SCFI-2016, que establece los pardmetros para el muestreo de suelos para la
identificacion y cuantificacion de metales y metaloides, y el manejo de las muestras. Y se realizé
un muestreo de tipo exploratorio en las diferentes areas de estudio. Este tipo de muestreo tiene
como objetivo obtener muestras de suelo representativas para establecer la presencia de
contaminacion (NMX-AA-132-SCFI-2016).

En cada zona se recolectaron un total de 10 muestras simples, de 1 Kg cada una, para formar una
sola muestra compuesta por cada zona de estudio, segin la metodologia descrita en la NMX-AA-
132-SCFI-2016. EI numero de muestras se establecié atendiendo a lo recomendado para el estudio
de sistemas naturales, debido a que dicha cantidad se considera suficiente para observar patrones
en el comportamiento de una variable, al mismo tiempo que posee el suficiente sustento estadistico

que respalde dicho comportamiento (Gotelli y Edison, 2004).
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Se aplicd el método de muestreo dirigido, el cual establece que la seleccion de los puntos de
muestreo debe basarse en el conocimiento previo sobre la fuente de contaminacion. Por lo tanto,
es fundamental contar con informacién fisica e historica confiable del sitio de estudio. Este enfoque
resulta especialmente adecuado para muestreos rapidos y con recursos limitados (NMX-AA-132-
SCFI1-2016).

Atendiendo lo anterior, las muestras de suelo se tomaron de manera superficial, con una
profundidad de muestreo de 0 a 5 cm a partir de la superficie (NMX-AA-132-SCFI-2016). Para el
traslado de las muestras de suelo al laboratorio, se continud atendiendo a lo recomendado por la
Norma Mexicana NMX-AA-132-SCFI-2016, apartado 6, pagina 18, que establece el manejo y

control de muestras.
2.3 Determinacion de los MIT en el suelo

Previo a la determinacion de metales pesados en las muestras de suelo, estas deben pasar por un

proceso de digestion cida.

La digestion acida de las muestras de suelo se realizé utilizando un horno de microondas MARSX,
siguiendo el protocolo establecido por la USEPA (2007). En una balanza analitica, se pesaron 0.2
g de suelo, posteriormente se depositaron en vasos de propileno para microondas a los cuales se
les agregd 5 mL de acido nitrico (HNOs). Posteriormente se realizd la digestion acida bajo las
condiciones establecidas en el método 3051A de la USEPA. Al término de la digestion, la muestra

resultante fue aforada a 50 mL con agua desionizada para su posterior lectura (USEPA, 2007).

Finalmente, las muestras de suelo, se analizaron mediante la técnica de espectroscopia de plasma
acoplado inductivamente (ICP) Utilizando un equipo Perkin Elmer, Mod. Optima 8300, USA

(Fonseca, 2018). Los metales fueron determinados en las muestras mediante la siguiente ecuacion:

CEXP = Pi:u xVaf x Fd
Donde:

Cexp = Concentracion de exposicion (mg / Kg)

CL = Concentracién leida (mg /L)

Vaf = Volumen de aforo (L)

Fd = Factor de dilucion. VVolumen de aforo / Volumen de la alicuota

Pmu = Peso de la muestra (g)
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2.4 Anélisis fisicoquimico del suelo

Se determinaron parametros fisicoquimicos que pudieran supeditar la cinética ambiental de los
MIT. Los analisis fisicoquimicos de las muestras de suelo se realizaron con base en lo establecido
en la norma mexicana NOM-021-RECNAT-2000, que establece las especificaciones de fertilidad,

salinidad y clasificacion de suelos, los métodos para su estudio y analisis.

Se realiz6 la determinacion del color del suelo mediante el método de tablas de Munsell (NOM-
021-RECNAT-2000); la determinacion de la textura del suelo se realizé mediante el método AS-
09 (NOM-021-RECNAT-2000); la determinacion del pH del suelo se realizé mediante el método
AS-02 (NOM-021-RECNAT-2000); finalmente, los niveles de materia organica se determinaron
de manera indirecta, con base en lo establecido por Castellanos (2000) y Molina y Méndez (2002)
quienes mencionan que, el color, aunque no es un método directo para cuantificar la materia
organica del suelo, este se puede utilizar como un indicador indirecto y cualitativo, relacionado con

el porcentaje de materia organica.
2.5 Evaluacion del riesgo ecoldgico

A partir de los resultados obtenidos mediante el analisis quimico del suelo, se procedié a la
evaluacion del riesgo ecoldgico asociado a los metales de interés toxicologico (MIT), empleando
la metodologia propuesta por el CEPIS/OPS (2005) y Lu et al. (2015). El proceso se inicio con el

calculo del Cociente de Peligro Ambiental (CP), utilizando la siguiente ecuacion:
CP = Cexp/Crer
Donde:

Cexr = Concentracion de exposicion reportada en no mas de un afio, en este caso, las
concentraciones obtenidas mediante el anélisis de suelo (CEPIS/OPS, 2005; Gonzélez-Mille et al.,
2010; Latif y Yong, 2014; Lu et al., 2015).

Crer = Concentracion de referencia establecida como limite méximo permitido, en este caso,
obtenido de la Norma Oficial Mexicana NOM-147-SEMARNAT-SSA1-2004, que establece los
criterios para determinar las concentraciones de remediacion de suelos contaminados por Ag, As,
Ba, Br, Cd, Cr (VI), Hg, Ni, Pb, Se, Tl y/o V (CEPIS/OPS, 2005; Gonzalez-Mille et al., 2010; Latif
y Yong, 2014; Lu et al., 2015).
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Para la interpretacion, el valor del Cociente de Peligro Ambiental (CP) permite evaluar si la
concentracion detectada representa un riesgo para la salud humana o ecosistémica, conforme a las
normas establecidas. Se considera un “riesgo ambiental alto” cuando CP > 6, un “riesgo ambiental
medio” para valores entre 1 y 5, y un “riesgo ambiental bajo” si CP < 1 (CEPIS/OPS, 2005; Lu et
al., 2015).

A partir del valor obtenido de CP, se determiné el Riesgo ecolégico potencial (Er), que es un
indicador cuantitativo que evalta el riesgo ambiental que representa un metal contaminante
especifico en un ecosistema, combinando su concentracion relativa con su potencial tdxico, y se
determin6 mediante la siguiente ecuacion (Hakanson, 1980; Hamid y Payandeh, 2022; Nozari et
al., 2023).

Er=TrxCP
Donde:
Er = Riesgo ecoldgico potencial

Tr = Indice de respuesta a la toxicidad, cuantifica el grado de respuesta bioldgica ante una
exposicion a un toxico, comparando la intensidad del efecto con la concentracion de la sustancia.
Se usa en estudios de riesgo ambiental y en pruebas de toxicidad de contaminantes en organismos
vivos, con base en los criterios establecidos por Hakanson (1980), Hamid y Payandeh (2022) y

Nozari et al. (2023); los valores de Tr para Cd, Pb 'y Hg son 30, 5 y 40 respectivamente.

Para la interpretacion del riesgo ecologico potencial (Er) de cada MIT, se considera el siguiente
criterio: Er < 40 riesgo bajo; Er > 40 < 80, riesgo medio; Er > 80, < 160, riesgo significativo; Er >
160 < 320, riesgo alto; y Er > 320, riesgo muy alto (Hakanson, 1980; Hamid y Payandeh, 2022;
Nozari et al., 2023).

Debido a la mdltiple presencia de MIT en la zona de estudio, se calculé el indice de riesgo
ecologico acumulativo (ERI), el cual se calcula en base a la sumatoria de los Er de cada
contaminante evaluado, siempre y cuando sean un grupo de compuestos con efectos similares o
mismo grupo de compuestos, mediante la siguiente ecuacién (Garcia-Reynoso et al., 2007; Hamid
y Payandeh, 2022).

Erl =) Eri
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Para su interpretacion, se consideran como riesgo ecologico bajo si ERI<150, moderado si ERI
<300, alto si ERI <600 y muy alto si ERI>600 (Garcia-Reynoso et al., 2007; Hamid y Payandeh,
2022).

De igual forma se evalu6 el Tiempo de vida media en suelo (TMs) de los MIT, el cual puede
definirse como el tiempo que se requiere para que una sustancia quimica alcance la mitad de su
concentracion en el suelo (Martin-Olmedo et al., 2016; Ramirez y Lacasafia, 2001); A mayor TMs,

mayor permanencia en el ambiente y por ende mayor peligrosidad (MINAM, 2015).

Por lo general, debido a la naturaleza quimica de los metales pesados, la peligrosidad correspondera
a la mas alta, por su alta permanencia ambiental, debido a que no se degradan no fisica, ni quimica

ni bioldgicamente.

Finalmente, para los objetivos de este trabajo, se disefié un indicador de peligro que evaluara
diferentes propiedades fisicoquimicas del suelo que pudieran supeditar el comportamiento
ambiental peligroso de los MIT a evaluar. Donde, Marin (2008) y Sauquillo et al. (2003)
mencionan que los parametros fisicoquimicos del suelo, tales como el pH, la materia organicay la
textura, son fundamentales para comprender el comportamiento ambiental de los metales de interés
toxicoldgico (MIT), pues estos factores influyen de manera significativa en la movilidad,

biodisponibilidad y toxicidad de los contaminantes.

Segun Marin (2008), el pH del suelo es un determinante critico que afecta la solubilidad de los
metales pesados. Un pH acido puede aumentar la disponibilidad de ciertos metales, facilitando su

absorcion por las plantas y organismos del suelo.

Por otro lado, Sauquillo et al. (2003) mencionan que la materia organica no solo actda como un
agente estabilizador, sino que también facilita la movilizacion de los MIT a través de la formacion
de complejos que aumentan su solubilidad en el agua. Este proceso puede hacer que los metales
sean mas accesibles para las plantas y organismos del suelo, lo que puede incrementar el riesgo de

toxicidad.

Por ultimo, la textura del suelo, que se refiere a la proporcion de particulas de arena, limo y arcilla,
influye en la capacidad de retencion de agua y nutrientes, asi como en la permeabilidad del suelo
(Marin, 2008). Un suelo con textura arcillosa puede retener contaminantes de manera mas efectiva
debido a su mayor superficie especifica, mientras que los suelos arenosos tienden a permitir un
mayor drenaje y menor retencién de metales (Marin, 2008).
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Para la evaluacion del indicador del Comportamiento ambiental peligroso (CAmb) de los MIT
basado en pardmetros fisicoquimicos del suelo, se tomard en cuenta una clasificacion de cinco
niveles para cada propiedad a evaluar, se asignaran valores ponderados a cada una de las
propiedades medidas, finalmente, los valores ponderados de cada propiedad seran sumados e

interpretados bajo un criterio de cinco niveles. Se utilizara la siguiente ecuacion:
CAmb =3 pH MO Tx

Donde:

pH = potencial hidrogeno

MO = materia organica

Tx = textura del suelo

Para su interpretacion se considera alta movilidad si la suma final= 15 puntos; media-alta
movilidad= 13-14 puntos; media movilidad= 10-12 puntos; baja movilidad= 4-9 puntos; movilidad

desconocida < 3 puntos.
Potencial de hidrégeno (pH)

Los metales generalmente presentan una mayor solubilidad en suelos con pH acido, excepto el
arsenico (As), molibdeno (Mo), selenio (Se) y cromo (Cr), cuyos comportamientos difieren. EI pH
del suelo influye en diversos mecanismos de retencion metalica, siendo un parametro clave que
afecta los procesos de sorcion-desorcion, precipitacion, disolucién, formacion de complejos
quimicos y reacciones de o0xido-reduccion (Acosta, 2007; Narwal et al., 1999). La determinacion
del pH se realiz6 conforme al método AS-02 establecido en la norma NOM-021-RECNAT-2000.

De acuerdo con Pereiray Maycotte (2011) y Rivera et al. (2018) (Tabla 3), se considera:

a) Alta solubilidad, si supHes < 6.5 = 5
b) Media solubilidad, si su pH esta entre 6.6 - 7.3 = 4
c) Baja solubilidad, si supH es> 7.4 = 3

1

d) Solubilidad desconocida =
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Tabla 3 Clasificacion de pH del suelo. Modificado de (Pereira y Maycotte, 2011; Rivera et al., 2018).

pH de la solucion del suelo Categoria
Extremadamente &cido <4.5
Muy fuertemente acido 45-5.0
Fuertemente acido 51-55
Medianamente acido 56-6.0
Ligeramente acido 6.1- 6.5
Neutro 6.6 -7.3
Medianamente basico 7.4-7.8
Moderadamente basico 79-8.4
Fuertemente basico 85-9.0
Muy fuertemente basico >0.1

Materia organica (MO)

La formacion de complejos por la materia organica, es un proceso que determina el transporte de
metales pesados. La toxicidad de estos xenobidticos se potencia en gran nivel debido a su tendencia
a crear complejos organometalicos, dicho proceso facilita la solubilidad, disponibilidad y
dispersion de los elementos (Sauquillo et al., 2003). De acuerdo a lo mencionado por Castellanos
(2000) y con base en la tabla de interpretacion de analisis de suelos propuesta por Molina y Méndez
(2002) (Tabla 4), se considera:

a) Alta dispersion, si presenta entre 6% > de Mo = 5
b) Media dispersion, si presenta entre 3 - 5% de Mo = 4
C) Baja dispersion, si presenta < 2% de Mo = 3
d) Dispersién desconocida = 1
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Tabla 4 Interpretacion de porcentajes de materia organica (MO). Modificado de Molinay Meléndez, (2002).

Parametro Unidades Bajo  Medio Optimo Alto

MO % <2 3-5 6-10 >10

Textura (Tx)

La porcion mineral de los suelos estd compuesta por distintas fracciones texturales: arena, limo y
arcilla, cuya proporcion determina propiedades clave para el comportamiento de los metales de
interés toxicoldgico (MIT) (Acosta, 2007). Las particulas de arcilla, por su elevada area superficial
especifica y carga superficial negativa, poseen una notable capacidad de adsorcion de iones
metélicos, reteniéndolos en sus sitios de intercambio cationico. Esta capacidad influye
directamente en la movilidad, biodisponibilidad y persistencia de los MIT en el suelo, reduciendo

su lixiviacion y limitando su incorporacion a sistemas acuaticos o biologicos (Marin, 2008).

En suelos con alto contenido de arcilla, los metales tienden a permanecer adsorbidos a las
superficies coloidales, lo que puede disminuir su disponibilidad inmediata para los organismos,
aunque no elimina su potencial toxicidad a largo plazo. En contraste, los suelos arenosos, con baja
capacidad de intercambio cationico y menor fraccion fina, favorecen la movilidad de los MIT,
facilitando su transporte vertical hacia capas profundas por lixiviacion (Acosta, 2007; Marin,
2008).

La textura del suelo, fundamental para predecir el comportamiento de los MIT, se determina
mediante el método AS-09, establecido en la NOM-021-RECNAT-2000, que permite clasificar los

suelos segun su contenido porcentual de arena, limo y arcilla.

De acuerdo con Acosta (2007) y al Departamento de Agricultura de los Estados Unidos "USDA”

(2022) (Figura. 6), segun el porcentaje del contenido de arcillas en un suelo, se considera:
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Alta probabilidad de cambio de 0% a 25% de arcillas = 5
Mediana probabilidad de cambio de 26% a 44% de arcillas = 4
Baja probabilidad de cambio de 45% a 100% de arcillas = 3
Porcentaje de arcillas desconocido = 1
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Figura 6 Clases texturales (USDA, 2022).
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4. Resultados y discusion
4.1 Evaluacion del riesgo ecoldgico

Se reportan los valores obtenidos de la cuantificacion (Crer) de los tres MIT a investigar (Cd, Cry
Pb), asi como, los célculos del cociente de peligro ambiental (CP), el riesgo ecolégico potencial
(Er), el indice de riesgo ecoldgico acumulativo (ERI) y el comportamiento ambiental peligroso
basado en factores fisicoquimicos del suelo (CAmb) obtenidos para cada uno de los metales
evaluados en cada zona de estudio (Tabla 5). Los resultados obtenidos muestran que las
concentraciones de los tres MIT varian significativamente entre zonas, destacando una mayor
concentracion de Cd y Pb en la zona de bosque, lo que podria estar asociado con factores de
retencion del suelo, como el contenido de materia organica. Aunque las concentraciones de los tres
metales evaluados se encuentran por debajo de los limites permisibles establecidos en la NOM-
147-SEMARNAT-SSA1-2004, su presencia representa una fuente potencial de riesgo ambiental
(ATSDR, 2005; CEPIS/OPS, 2005; Lema et al., 2010). Se observaron concentraciones
significativamente mayores de cadmio (Cd) y plomo (Pb) en la zona de bosque, en comparacion
con la zona de matorral. Ademas, el plomo fue el metal que presentd las concentraciones mas

elevadas en ambas zonas de estudio, superando a Cd y mercurio (Hg).

Tabla 5 Evaluacién de los indicadores de riesgo ecolégico. La concentracion de referencia (CREF) y la

concentracion de exposicion (CEXP) se reportan en mg/Kg.

Cexp CP Er CAmb

MIT *Cgrer
Bosque Matorral Bosque Matorral Bosque Matorral Ambas zonas

Cd 37 3.45+2.44 0.58+0.02 0.093 0.015 2.790 0.450
Hg 23 0.05+0.009 8.06+1.58 0.002 0.35 0.084 14.017
Pb 400 54.34+7.25 32.64+574  0.135 0.081 0.675 0.405

ERI 3.549 14.872

*NOM-147-SEMARNAT-SSA1-2004. Los andlisis de varianza de Kruskal-Wallis muestran diferencias
significativas entre las zonas: p = 0.0013 (Cd), p = 0.0023 (Hg), p = 0.0013 (Pb). Cociente de peligro
ambiental (CP): Alto si CP > 6; Riesgo ecolégico potencial (Er): Alto si Er > 161; indice de riesgo ecol6gico
acumulativo (RI): Alto si RI > 301; Comportamiento ambiental peligroso (CAmb): Alto si CAmb > 15
(CEPIS/OPS, 2005; Lu et al., 2015).
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En cuanto al calculo del cociente de peligro ambiental (CP), se puede observar en la tabla 5, muestra
que, en ambas zonas, el CP se encuentra dentro del rango “riesgo ambiental bajo” para Cd y Hg,
mientras que el Pb en la zona de bosque presenta un CP de 0.135, lo que sigue indicando un “bajo
medio riesgo” y en la zona de matorral “riesgo ambiental bajo”, segln los criterios establecidos
por Hakanson (1980) y Hamid y Payandeh (2022). Sin embargo, el indice de riesgo ecoldgico (Er)
revela que mientras el Cd y el Hg presentan valores muy bajos, el Pb alcanza un Er de 0.675 en la
zona de bosque y 0.405 en el matorral, lo que, aunque aun clasificado como bajo riesgo, sugiere
una mayor acumulacion de este metal en el suelo (Garcia-Reynoso et al., 2007; Hamid y Payandeh,
2022).

Al sumar los Er de los tres metales, el riesgo ecolégico acumulado (RI) es de 3.549 en la zona de
bosque y 14.872 en el matorral (Tabla 5). Estos resultados indican un “riesgo ecoldgico bajo” para
ambos ecosistemas. Ademas, el comportamiento ambiental peligroso (CAmb) de los tres MIT, para
ambos ecosistemas fue de 11, lo que indica una “movilidad media”, lo cual implica que, aunque
los metales no representan un riesgo inmediato de desplazamiento, aln existe la posibilidad de que
puedan bioacumularse en la biota local, especialmente en organismos que habitan en contacto

directo con el suelo, como las serpientes.

En resumen, si bien los valores de Er y ERI sugieren un bajo riesgo ecoldgico en las zonas
estudiadas, es necesario considerar la persistencia, bioacumulacion y biomagnificacion de estos
metales en el ambiente, especialmente en especies vulnerables como las serpientes, cuyas
caracteristicas ecoldgicas las posicionan en alto riesgo de exposicion cronica a estos contaminantes.
Estudios a largo plazo y el monitoreo de estas especies son esenciales para evaluar el impacto a
nivel poblacional y comunitario (Delgadillo-Ubaldo, 2008; Gaytan-Oyarzun y LOpez-Herrera,
2019; Kazemi et al., 2022).

Por otro lado, se determinaron distintos parametros fisicoquimicos del suelo de ambas zonas de
estudio, con la finalidad de identificar condiciones que pudiesen supeditar la movilidad de los MIT
en la matriz. De manera directa se determind el pH, el color y la textura; los niveles de materia
organica se determinaron de manera indirecta, con base en lo establecido por Castellanos (2000),

los resultados de la caracterizacion del suelo se muestran a continuacion en la tabla 6.
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Tabla 6 Propiedades fisicoquimicas evaluadas en el suelo de las zonas de estudio.

Color

Zona H Arena (%) Limo (%) Arcilla (%) Clase

S textural pH

10YR4/6 75YRT7/2

. . 38.30+2.85 43.3+0.92 18.33+7.04 Franco 5.48 + 0.802
Café Gris

Bosque

Matorral 1O YRS/6 - I0YR7IL 0. 6005 4040005 17.5+2.30 Franco  7.29 +0.802
Amarillento  Gris claro

*Se muestra la determinacion del color en estado himedo (H) y seco (S) de acuerdo a las tablas de Munsell,
los porcentajes de arena, limo y arcilla + su desviacion estandar, la clase textural y el promedio de pH + su

desviacion estandar.

Los parametros fisicos analizados, como el color y la textura del suelo, indican que ambas muestras
presentan coloraciones claras tanto en estado humedo como seco, lo cual sugiere condiciones
predominantemente aerdbicas. De acuerdo con Castellanos (2000), este tipo de coloracion estéa
asociada con niveles intermedios de materia organica, lo que coincide con los valores observados
en ambas zonas. La materia organica desempefia un papel crucial en la dindmica de los
contaminantes del suelo, ya que acta como agente quelante, facilitando la retencion de metales y
promoviendo el intercambio ionico entre las fases solida y liquida del suelo, asi como entre el suelo

y las raices de las plantas.

En cuanto a la textura, el analisis granulométrico muestra que tanto en el bosque como en el
matorral el suelo puede clasificarse como franco, con proporciones similares de arena, limo y
arcilla. Los porcentajes de arcilla fueron de 18.33 % en el bosque y 17.5 % en el matorral, lo cual
indica una capacidad intermedia de retencidn de agua y nutrientes. Segun Acosta (2007), los suelos
francos presentan una baja cinética ambiental para los contaminantes debido a su limitado
contenido de arcillas finas, las cuales son responsables de una parte importante de la capacidad de
adsorcion y de intercambio cationico. En este tipo de suelos, la movilidad de los metales de interés
toxicoldgico (MIT) puede aumentar si no existen otras fracciones estabilizantes, como una alta

proporcién de materia organica o pH alcalino.

Respecto a los parametros quimicos, se observaron diferencias relevantes entre ambas zonas. En la

zona de matorral se registré un pH cercano a la neutralidad (7.29 + 0.802), mientras que en la zona
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de bosque se observaron condiciones marcadamente &cidas (5.48 + 0.802). West Analitica y
Servicios S.A. de C.V. (2021) reporta que estos niveles de pH son representativos de los
ecosistemas en cuestiéon, lo que respalda la validez de los resultados obtenidos. Desde una
perspectiva ecotoxicoldgica, estas diferencias de pH tienen implicaciones directas en la movilidad
y biodisponibilidad de los MIT. En ambientes acidos, como el del bosque, los metales tienden a
permanecer en formas ionicas solubles, lo que incrementa su disponibilidad para las plantas y su
potencial para ser lixiviados hacia las capas mas profundas del suelo o incluso alcanzar los cuerpos
de agua subterraneos (Castellanos, 2000). En contraste, en condiciones neutras o ligeramente
alcalinas, como las del matorral, los metales pesados tienden a formar complejos menos moviles o
a precipitarse, lo que limita su movilidad, pero no necesariamente reduce su persistencia a largo

plazo.

En conjunto, la caracterizacion fisicoquimica del suelo sugiere que, si bien ambas zonas presentan
una textura semejante y un contenido medio de materia organica, las diferencias en el pH podrian
generar contrastes importantes en la dinamica ambiental de los MIT, especialmente en su
movilidad, biodisponibilidad y riesgo potencial de transferencia hacia los organismos del

ecosistema.
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5. Conclusiones del capitulo

1. Se identifico la presencia de tres metales de interés toxicolégico (MIT): cadmio (Cd), plomo
(Pb) y mercurio (Hg), en las muestras de suelo de las zonas de bosque y matorral. Aunque sus
concentraciones se encontraron por debajo de los limites establecidos por la NOM-147-
SEMARNAT-SSA1-2004, sin embargo, su presencia indica un potencial riesgo ecolégico que

justifica una evaluacion mas detallada.

2. Los indicadores individuales de riesgo ecoldgico (Er) reflejaron un nivel de "riesgo bajo a
medio", atribuible a las bajas concentraciones detectadas. No obstante, el Indice de Riesgo
Ecoldgico Acumulativo (ERI) sugiere que la toxicidad conjunta de los MIT podria representar un

riesgo significativo a largo plazo.

3. Las caracteristicas fisicoquimicas del suelo en la zona de bosque, como el pH é&cido y el
contenido de materia organica, podrian favorecer la movilidad y biodisponibilidad de los MIT. Esta
condicion incrementa su potencial de absorcion por las plantas y su transporte hacia cuerpos de

agua subterraneos.

4. En contraste, los parametros fisicoquimicos en la zona de matorral indican una menor movilidad
de los contaminantes. Sin embargo, la persistencia de los metales en el ambiente resalta la
necesidad de establecer programas de monitoreo continuo, debido a los posibles efectos

acumulativos sobre los organismos expuestos.

5. En conjunto, los resultados sugieren gue, si bien las concentraciones actuales no representan un
riesgo inmediato, la persistencia, bioacumulacion y biomagnificacion de los MIT justifican la
implementacion de estrategias de vigilancia ambiental y evaluacion de riesgos ecol6gicos para

prevenir impactos cronicos en los ecosistemas locales.
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CAPITULO II: EVALUACION DE LA VULNERABILIDAD, LA EXPOSICION Y EL
RIESGO ECOTOXICOLOGICO DE Crotalus aquilus

1. Introduccion

La presencia de contaminantes como los MIT en un determinado ecosistema supone una situacion
de riesgo ecoldgico, dadas las caracteristicas toxicologicas de estos contaminantes antes
mencionadas. De acuerdo a la metodologia sugerida por Kaifer et al, (2004), en la guia de analisis
de riesgos para la salud humana y los ecosistemas, una vez establecido dicho riesgo ecoldgico
mediante la quimica analitica de la matriz y el analisis de indicadores de riesgo, es preciso evaluar
la vulnerabilidad, la exposicion y el riesgo ecotoxicologico de las poblaciones afectadas, en este
caso, de las poblaciones de C. aquilus.

El término “Evaluacion de riesgos” se refiere al uso de datos existentes para definir la probabilidad
de que se presenten efectos potencialmente adversos a la salud de la poblacion evaluada ante una
exposicion a alguna agente estresor ambiental (Kaifer et al, 2004; Reyes y Almeida, 1992). Estas
metodologias son herramientas que permiten al evaluador, estimar el riesgo ante una situacion de
exposicion a algun agente quimico peligroso (AQP) como son los MIT, a partir de la evaluacion
de indicadores de riesgo a la salud, de exposicion y de vulnerabilidad, establecidos por las agencias
sanitarias (ATSDR, 2005; CEPIS/OPS, 2005; Gaytan-Oyarzun y L6pez-Herrera, 2019).

EL protocolo recomendado por la ATSDR (2005), el CEPIS/OPS (2005) sugiere la seleccion de
indicadores sustentados en calculos matematicos o clasificaciones, de manera preferentes, ya que
esto evita ambigledades en la interpretacion de los resultados (Gaytan-Oyarzun y Lopez-Herrera,
2019; Gaytan-Oyarzun et al., 2020; Quiterio-Pérez, 2012; Rodriguez-Anaya et al., 2014).

Generalmente, las evaluaciones de riesgo a la salud se aplican a poblaciones humanas. Sin
embargo, de acuerdo con el Ministerio de Medio Ambiente, (2018), en la guia de lineamientos
metodoldgicos para la evaluacidon de riesgos ecotoxicoldgicos, también es posible estimar los
posibles dafios a la salud en receptores no humanos. Esto puede realizarse de manera directa,
mediante la medicion de concentraciones internas de contaminantes en tejidos o fluidos de la
poblacidn en estudio; o bien de forma indirecta, a través de indicadores que permitan estimar dicho

riesgo, siempre y cuando se disponga de informacién suficiente sobre la poblacién involucrada.
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2. Material y métodos
2.1 Obtencion de datos ecoldgicos y morfologicos de C. aquilus

Se realiz6 una busqueda bibliogréfica estratificada y dirigida, sobre trabajos referentes a la ecologia
y morfologia de C. aquilus, con lo cual se pudieran obtener datos que permitieran estimar la tasa
de ingesta, peso promedio de adultos y sub-adultos, asi como el promedio de vida, con el fin de

poder evaluar la exposicion y vulnerabilidad de estos animales hacia los MIT detectados.

Para la determinacion de estos parametros, se consideraron todos los trabajos realizados con
Crotalus aquilus en los que se describieran aspectos como su tipo de dieta, longevidad, habitos y
medidas morfométricas. En caso de que la informacion recopilada resultara insuficiente o no
estuviera disponible, se utilizaron como referencia los datos reportados para otras especies de
serpientes pertenecientes a las familias Viperidae, Colubridae y Natricidae, con el proposito de
obtener informacion del mismo nivel taxondmico (Orden: Serpentes) y de ejemplares cuyas

caracteristicas morfométricas fueran comparables a las de C. aquilus.

Se emplearon los motores de basqueda: Springer Link, Scopus, Scielo y Google académico;
utilizando las palabras claves: Crotalus aquilus, Crotalus, Dieta, Ecologia, Viperidae, Serpientes,
Squamata; sin restriccion en los afios. También se recurrio a la consulta de fuentes bibliograficas

descriptivas de la especie (Campbell y Lamar 2004; Heimes, 2016; Klauber, 1982).
2.3 Evaluacién de la vulnerabilidad y del riesgo de exposicion

En esta dimensidn, se evaltan factores como el tiempo y el contacto, ya sea directo o indirecto de
un sector determinado que se encuentre expuesto ante un AQP, con el fin de determinar si el grado
de la exposicidn presenta un riesgo significativo, contemplando la probabilidad de exposicion,
biodisponibilidad de los contaminantes, subpoblaciones mas susceptibles; que, en los organismos
de vida silvestre se refiere a sus etapas criticas (etapas larvarias, huevos y crias), o también a si
estan 0 no en un estatus de proteccion (Ministerio de Medio Ambiente, 2018; Sanchez-Olivares,
2021).

Para evaluar la vulnerabilidad de una poblacidn silvestre, ante un escenario de exposicion a algun
agente quimico peligroso (AQP), en este caso los MIT, se disefié un indicador que considerara el

estatus de proteccion (Ep) de la especie a evaluar, su vagilidad relativa (\Vr) y su periodo de vida
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vs el tiempo de vida del contaminante o tiempo de exposicion (TdE), a este indicador se le asigno
el nombre de indice de vulnerabilidad (IdV).

Para su evaluacion, a cada variable se le asign6é una ponderacion numérica para su interpretacion
individual, posteriormente, estas ponderaciones fueron sumadas para conocer el 1dV mediante la

siguiente ecuacion:
ldV =3 Ep Vr TdE
Donde:
Ep = Estatus de proteccién de la especie estudiada
Vr = Vagilidad relativa de la especie
TdE = Tiempo de exposicion

Este indicador se disefio con base en las propuestas de Gaytan-Oyarzun et al. (2012), MINAM
(2015), Pefa et al. (2001) y Quiterio-Pérez et al. (2012).

La variable Ep (estatus de proteccion) se disefié con base en las categorias de riesgo de la NOM-
059-SEMARNAT-2010 (Proteccion ambiental-Especies nativas de Mexico de flora y fauna
silvestres-Categorias de riesgo y especificaciones para su inclusion, exclusion o cambio-Lista de

especies en riesgo), a excepcion de la categoria E (probablemente extinto en el medio silvestre).

De acuerdo con las categorias de riesgo de la NOM-059-SEMARNAT-2010, se consideraron las

siguientes ponderaciones numericas:

a) Alta vulnerabilidad, si el estatus de la especie es P (en peligro de extincion) = 4
b) Media vulnerabilidad, si el estatus de la especie es A (amenazada) = 3
C) Baja vulnerabilidad, si el estatus de la especie es Pr (sujeta a proteccion especial) = 2

1

d) Vulnerabilidad desconocida, si la especie no esta considerada en la norma =

Posteriormente, se construy6 una clasificacion de cuatro niveles que determina, de manera relativa,
la vagilidad de una especie (capacidad de desplazamiento), con base en reportes cientificos. Esta
clasificacion considera mayormente vulnerables a las especies con poca vagilidad, pues esta

caracteristica puede supeditar largos periodos de exposicion a algin Agente quimico peligroso

(AQP).
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Se considerara una especie restringida si se reportan desplazamientos < 10 km a la redonda; una
especie limitada si se reportan desplazamientos de > 10 km a la redonda, pero < de 100 km y una
especie libre si sus desplazamientos se reportan a mas de 100 km a la redonda.

Con base en la clasificacion anterior, se considerard la siguiente ponderacion numerica:

a) Especie restringida = 4
b) Especie limitada = 3
C) Especie libre = 2
d) Vagilidad desconocida = 1

La siguiente variable compara el periodo de vida de la poblacion con el tiempo de vida media los
contaminantes en el suelo (TMs) al ser mayor el TMs que el promedio de vida de la especie, se
determind un periodo de exposicion cronica, otorgando el valor més alto en la ponderacion de 4

niveles.

Los valores obtenidos de las ponderaciones de las variables anteriores fueron sumados para evaluar
la vulnerabilidad de la especien y la cual se denomina como Indice de vulnerabilidad (IdV). Para
la interpretacion de los resultados, se considerara una alta vulnerabilidad si el IdV se encuentra
entre 9y 7, media vulnerabilidad si el 1dV se encuentra entre 6 y 4 y baja vulnerabilidad si el 1dV

es de 3 0 menos.

Se evaluo también el Riesgo de exposicion indirecta mediante la dieta (EID). La cual se determino
a través del numero de especies que formen parte de la dieta de la especie a evaluar y que, ademas,
estén presentes o0 asociadas a la matriz en la que se ha identificado la presencia del contaminante.
A mayor nimero de especies asociadas a la dieta, mayor sera la probabilidad de una exposicion
indirecta (Delgadillo-Ubaldo y Longar-Blanco, 2008).

Para la interpretacion de los resultados, se considera una alta exposicion indirecta, si se reportan
mas de 5 especies, exposicion indirecta media si se reportan entre 4 y 3 especies y exposicion

indirecta baja si se reportan entre 2 y 1 especies (Delgadillo-Ubaldo y Longar-Blanco, 2008).

Para evaluar el Riesgo de exposicion (Rexp) por la biodisponibilidad de los contaminantes, se
evalud el Coeficiente de particion octanol/agua (Logkow). Este parametro determina una cualidad

inherente de un contaminante en particular y sirve como indicador de la afinidad que dichos
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contaminantes poseen por los lipidos y, por ende, su tasa de penetracion a través de las membranas
bioldgicas (biodisponibilidad). En el entendido que los compuestos méas liposolubles atraviesan
mejor las membranas biol6gicas (Delgado-Mota, 2014). Los Logkow SOn valores reportados en

fichas toxicologicas de los contaminantes a evaluar, por lo que no necesitan ser calculados.

Se considera un Rexp alto si el Logkow >4, Rexp medio si el Logkow Se encuentra entre 3 — 4y

Rexp bajo si el Logkow Se encuentra entre 2 — 0 (Delgado-Mota, 2014).
2.2 Evaluacién del riesgo ecotoxicoldgico

En este rubro se evalla la posibilidad de la manifestacion de efectos adversos en la biota local
expuesta a matrices ambientales contaminadas, a través de la evaluacion de distintos indicadores
(ATSDR, 2005; CEPIS/OPS, 2005).

Se evalu6 el Riesgo Ecotoxicologico (RE), el cual permite estimar el riesgo potencial que un
contaminante representa para la biota local expuesta a concentraciones especificas en el ambiente.
Su calculo se basa en la relacion entre la concentracion predictiva de exposicion (PEC) y la
concentracion predictiva sin efecto (PNEC). Este indice es adimensional, ya que resulta de la razén
entre dos concentraciones expresadas en las mismas unidades (por ejemplo, mg/kg); al tratarse de
magnitudes de igual naturaleza, las unidades se cancelan. Esta propiedad facilita la comparacion
de resultados entre distintos sitios, metales o estudios, incluso cuando se emplean diferentes escalas
0 unidades. Ademas, permite clasificar los niveles de riesgo ecotoxicoldgico en categorias
cualitativas (bajo, moderado, alto), lo que simplifica su interpretacion y comunicacion en contextos

de gestion ambiental.
El calculo de RE se realiza mediante la siguiente ecuacion:
RE = PEC/PNEC
Donde:
RE = Riesgo ecotoxicoldgico
PEC = Concentracion predictiva de exposicion (debe ser calculada)
PNEC = Concentracion predictiva sin efectos (debe calcularse)
La relacion entre estas dos variables (PEC/PNEC) permite identificar si existe un riesgo

ecotoxicologico significativo:
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Cuando PEC < PNEC: Se considera que ¢l riesgo ecotoxicoldgico (RE) es aceptable y los
contaminantes estan en niveles de bajo riesgo para la biota local, debido a que la simple presencia
de los MIT representa un riesgo (Kaifer et al., 2004).

Cuando PEC > PNEC: Indica un riesgo ecotoxicolégico (RE) inaceptable, lo que sugiere que las
concentraciones de contaminantes en el ambiente superan los niveles considerados seguros para

los organismos expuestos (Kaifer et al., 2004).

Un riesgo elevado se establece cuando la relacion entre PEC y PNEC es superior a 1, si la relacion
es menor o igual a 1, se concluye que el RE es bajo o aceptable, dependiendo de la incertidumbre
de los datos utilizados en el analisis (Kaifer et al., 2004; Lema et al., 2010).

Para ello se determin0 de manera previa la Concentracion predictiva de exposicion (PEC):
Calculada para escenarios ecologicos locales en funcion de la concentracion ambiental de los

contaminantes (Cexp) Y la tasa de ingesta de los organismos (T1). Se utiliza la siguiente ecuacion:

CExpxTI
PEC=—
PCo

Donde:

PEC = Concentracion predictiva de exposicion (mg/Kg)

Cexp = Concentracion del contaminante en el ambiente (mg/Kg)
Ti = Tasa de ingesta del organismo (mg/dia)

PCo = Peso corporal promedio de los organismos expuestos (Kg)

Por si solo, la PEC se puede considerar como otro indicador mas para evaluar el riesgo
ecotoxicoldgico, pues esta representa la magnitud del efecto bioldgico esperado en funcion a la
exposicion cronica a un contaminante, mediante la ingesta de alimentos potencialmente
contaminados y se expresa en unidades de masa de contaminante expuesta por unidad de masa
corporal y dia, de modo que, mientras mas alto sea la PEC, la probabilidad de observar un efecto
negativo asociado a esa exposicion es mayor (ATSDR, 2005; CEPIS/OPS, 2005; 2017; Kazemi et
al., 2022).

Para la interpretacion de los resultados del calculo de la PEC, los autores consideran un riesgo

ecotoxicoldgico alto si la PEC es > n x 10 mg/kg/dia; un riesgo medio si la PEC se encuentra
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entre los valores de n x 10 mg/kg/dia y n x 10> mg/kg/dia y un riesgo bajo si laPEC es<nx 10"
® mg/kg/dia (ATSDR, 2005; CEPIS/OPS, 2005; 2017; Kazemi et al., 2022).

Asi mismo, también se determiné de manera previa la Concentracion predictiva sin efecto (PNEC).
Este valor calculado representa la concentraciéon del contaminante por debajo de la cual no se
esperan efectos tdxicos en la biota (Kaifer et al., 2004). Se calcula a partir de datos toxicoldgicos
previos (como el NOAEL, RfD o nivel sin efecto observable) y aplicando el factore de
incertidumbre MF (Kaifer et al., 2004; Lema et al., 2010). La ecuacién original para el calculo de
la PNEC es la siguiente:

PNEC =RfD/ FI
Donde:
PNEC = Concentracion predictiva sin efectos (mg/Kg)
RfD = Dosis de referencia (mg/Kg)

FI = Factores de incertidumbre sugeridos por Lema et al. (2010), para el calculo en evaluaciones

de riesgo.

Dado que no se reporta una RfD para esta especie de reptiles en las bases de datos de la Agencia
para el Registro de Sustancias Toxicas y Enfermedades (ATSDR) y del Centro Panamericano de
Ingenieria Sanitaria y Ciencias del Ambiente/Organizacion Panamericana de la Salud
(CEPIS/OPS) encontrandose reportadas solo para salud humana y para animales de

experimentacion; por lo tanto, se requirio en el presente trabajo estimar la RfD para esta especie.

Para ello, se siguio lo propuesto por Lema et al. (2010), dividiendo la RfD humana por los factores
de incertidumbre designados por la USEPA para este tipo de extrapolacion. Estos factores de
incertidumbre son valores numéricos que permiten compensar las diferencias entre especies y otros
aspectos desconocidos en la extrapolacion, asegurando que la RfD estimada sea adecuada para la

especie en estudio (Lema et al., 2010).

Entre los factores de incertidumbre, los autores destacan el factor UFh, utilizado para la
extrapolacion de datos de animales a humanos y al que se le asigna un valor constante de 10 (Lema
et al., 2010). También se emplea el factor MF cuando la evidencia resulta insuficiente o conflictiva;
a este se le asigna un valor entre 1 y 10, basado en el juicio subjetivo del investigador sobre la

evidencia disponible, donde 1 indica la menor incertidumbre y 10 la mayor (Lema et al., 2010).
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Dado que los datos sobre la esperanza de vida, peso promedio y consumo alimenticio de las
serpientes se estimaron a partir de estudios realizados con la especie en cuestién y con otras
especies de serpientes, en el presente trabajo se asigno un valor de 5 al factor MF, reflejando la
escasez de datos puntuales sobre la especie.

Cuando se utilizan méas de un factor de incertidumbre, estos se multiplican entre si, para
posteriormente dividir la RfD conocidas para humanos entre el valor obtenido, tal como se muestra

en la siguiente ecuacién (Lema et al., 2010):

PNEC = RfD / (UFh x MF)
Donde:
PNEC = Concentracion predictiva sin efecto

RfD = Dosis de referencia (mg/Kg) calculadas para humanos, disponibles en las bases de datos
ATSDR, CEPIS/OPS

UFh = Factor de incertidumbre que se considera para la extrapolacion de datos entre especies
(Lemaet al., 2010)

MF = Factor de incertidumbre que se considera cuando la evidencia no es suficiente o resulta
conflictiva (Lema et al., 2010)

De acuerdo con las agencias sanitarias ATSDR (2005), CEPIS/OPS (2005) y la Oficina de
Evaluacién de Riesgo a la Salud de California (OEHHA), en caso de la presencia de méas de un
contaminante o xenobidtico de interés toxicologico como es el caso del presente trabajo donde se
encontrd Cd, Pb y Hg, se calcula el indice acumulativo de riesgo ecotoxicolégico (HI), el cual es

la suma del riesgo ecotoxicoldgico calculado para cada MIT (ATSDR, 2005; Garcia-Reynoso et

al., 2007).
HI=ZRE
i

Para la interpretacion de resultados, los autores consideran un riesgo ecotoxicoldgico alto si el HI
es > 4; un riesgo ecotoxicolégico medio si el HI esta entre los valores 1-3 y un riesgo
ecotoxicoldgico bajo si el Hl es <1 (ATSDR, 2005; Garcia-Reynoso et al., 2007).
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3. Resultados y discusion
3.1 Obtencion de datos ecoldgicos y morfoldgicos de C. aquilus.

Se llevé a cabo una revision exhaustiva y sistematica de la literatura existente sobre la ecologia y
morfologia de Crotalus aquilus, que incluy6 un total de 14 fuentes entre el 2004 a la fecha, tales
como siete libros, dos tesis, una nota cientifica y cuatro articulos académicos. Esta busqueda
permitio recopilar datos relevantes sobre la dieta, longevidad, habitos y caracteristicas
morfométricas de la especie, elementos fundamentales para estimar la tasa de ingesta, el peso
promedio de adultos y sub-adultos, asi como el promedio de vida (tabla 7). Los promedios
estimados a partir de esta revision serviran como base para los céalculos de indicadores relacionados

con la vulnerabilidad, la exposicion y el riesgo ecotoxicoldgico de las serpientes.

Tabla 7 Pardmetros ecolégicos de C. aquilus estimados con base en la bibliografia disponible.

Rango basado

Parametro X+S Fuentes
en fuentes
Longevidad 25.16 £6.24 19-35 (Martinez, 2017; Sutton y Harmon, 2001)
Peso en adultos 72.77 + 33.68 31-176 (Mocifio-Deloya, 2015; Mocifio-Deloya et al., 2014)
y sub-adultos
(Arnaud, 2015; Campbell y Lamar, 2004; SEMARNAT,

Consumo 2018; Fernandez-Badillo et al., 2011; 2012; 2017;

I tici 3.96 £2.18 N/A Lazcano et al., 2009; Mocifio-Deloya, 2015; Mocifio-
alimenticio Deloya et al., 2008; 2014; Ramirez-Bautista, 2009;

2014).

Longevidad (afios), peso (g) y consumo alimenticio (g/dia).

Particularmente, para poder determinar su tasa de ingesta (T1), fue necesario profundizar mas en lo
reportado por Mocifio-Deloya (2015), pues su trabajo fue el mas descriptivo respecto a la dieta de
la especie. A partir de ahi, se consultaron diferentes fuentes bibliograficas (Hernandez-Flores y
Rojas-Martinez, 2010; Olvera-Olvera et al., 2021) para cotejar la lista de especies reportadas por
Mocifio-Deloya (2015) con la biodiversidad propia de las zonas de estudio, de modo que se cont6

con un sustento bibliografico sobre la presencia de las presas potenciales de C. aquilus en las zonas
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de interés. Fue entonces que, a partir de esta investigacion, se estimaron los pesos promedios de

las presas reportadas de C. aquilus (Tabla 8).

Tabla 8 Pesos promedio de presas (g) y tasa de ingesta (T1) estimada para C. aquilus (g/dia).

Peso

Presa promedio Fuente
Reptiles
Barisia imbricata 24 (Brito, 2014)
Sceloporus spp. 20.1 (Alvarez et al., 2016)
Thamnophis spp. 15.1 (Lujaetal., 2013)
Pituophis deppei 54.80 (Borrayo 1990)
Crotalus aquilus 32.91 (Lazcano et al., 2009)
Mamiferos

Sylvilagus spp 50.17 (Martinez, 2015)
Microtus mexicanus 24.25 (Hernandez-Flores, 2010)
Baiomys taylori 7.75 (Gardufio, 2005)
Peromyscus maniculatus 24.55 (Gardufio, 2005)
Reithrodontomys spp 24.61 (Velasquez, 2019)

Aves
Tachycineta spp 17.84 (Liljesthrom, 2011)
Empidonax fulvifrons 13.03 (William y Russell, 1953)
Cyrtonyx montezumae 51.56 (Lo6pez, 2015)

TI 3.96 +2.18

Al no contar con un reporte sobre la frecuencia alimenticia de serpientes en estado silvestre, se

considerd la frecuencia de alimentacidn de serpientes en condiciones experimentales en cautiverio,
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posteriormente, se realizé el calculo del promedio de consumo por semana, basados en lo reportado

por Lazcano et al. (2009).

En la actualidad, contintan siendo escasos los trabajos en donde se describan, de manera detallada,
diversos aspectos ecoldgicos de las serpientes mexicanas; esta situacién complica en gran medida
la aplicacion de metodologias basadas en la recopilacion de informacién bibliografica, como es el
caso de las evaluaciones de riesgos. Particularmente para el caso de las serpientes del género
Crotalus, pese a ser importantes miembros de la fauna de los ecosistemas mexicanos, la
informacion respecto a la ecologia de muchas especies continda siendo insuficiente y poco
detallada (Mocifio-Deloya et al., 2015).

De acuerdo con lo reportado por Mocifio-Deloya et al. (2014), la mayoria de las publicaciones
relacionadas particularmente a la dieta de muchas serpientes de cascabel mexicanas, estan limitadas
por un pequefio conjunto de datos, basados Unicamente en avistamientos breves o antecedentes
aislados, asi como conjeturas realizadas por los académicos y anécdotas reportadas ya sea por los
propios investigadores o incluso por los habitantes de las zonas donde se distribuyen estos

animales, sin estar sustentados por estudios sistematicos.

Para el caso particular de C. aquilus la informacién encontrada respecto a sus habitos alimenticios
y otras cuestiones ecologicas, no fue mas completa que para otras serpientes, situacion que
concuerda con lo reportado anteriormente por Mocifio-Deloya et al. (2014) y Mocifio-Deloya et al.
(2015) quienes mencionan que, para el caso particular de las serpientes de cascabel de montafia,

como C. aquilus; la informacién ecoldgica es escasa.

No obstante, las estimaciones realizadas para C. aquilus se determinaron con base en el criterio de
Lema et al. (2010), quienes mencionaban que, en la aplicacion de las evaluaciones de riesgo
ecotoxicologico y/o a la salud; si los datos son insuficientes, los datos con los que se cuente deben
considerarse como validos, pues en este tipo de evaluaciones, es preferible sobreestimar el riesgo

y no subestimarlo.
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3.2 Evaluacion de la vulnerabilidad, el riesgo de exposicion y el riesgo ecotoxicolégico de C.

aquilus

Se presentan los resultados de los calculos correspondientes al indice de vulnerabilidad (1dV), la
exposicion indirecta mediante la dieta (EID), el coeficiente de particion octanol/agua (LogKow),
el indice de riesgo ecotoxicoldgico (RE), la concentracion predictiva de exposicion (PEC) para
cada uno de los metales evaluados en las poblaciones de C. aquilus de ambas zonas, asi como el
indice acumulativo de riesgo ecotoxicoldgico (HI), debido a en caso de la presencia de méas de un
contaminante o xenobi6tico de interés toxicoldgico. Estos calculos se realizaron utilizando las
concentraciones de MIT detectados en el suelo en el presente trabajo en ambas zonas de estudio y
en la ingesta estimada de presa, lo que permite una evaluacién integral del riesgo potencial asociado
a la exposicion a metales pesados (Tabla 9).

Tabla 9 Evaluacion de los indicadores de vulnerabilidad, exposicion y riesgo ecotoxicoldgico de C. aquilus

por exposicion a metales de interés toxicolégico (MIT) en dos zonas de la Comarca Minera, Hgo.

PEC
MIT Idv EID  LogKow (mg/Kag)
Bosque Matorral

PNEC RE

(mg/Kg) Bosque  Matorral

Cd 0.021 0.181 0.031 0.00002  *9387.11 1578.12
Hg *7 *13 *5.95 *0.002 0.439  0.000006 453.48 *73101.55
Pb 0.017 2.957 1.776 0.00007 *42243.93 *25374.34

HI *52084.53 *100054.02

*Valore significativos. Indice de vulnerabilidad (IdV): Alto si IdV > 4; Exposicion indirecta (EID): Alta si
EID > 5 especies; Riesgo de exposicion (LogKow): Alto si LogKow > 4; Concentracion predictiva de
exposicion (PEC): Alta si PEC >n x 10~ mg/kg/dia. Riesgo ecotoxicoldgico (RE): Alto si RE > 20; indice

de riesgo ecotoxicol6gico acumulativo (HI): Alto si HI > 4.

En la tabla 9, se puede observar que la vulnerabilidad de C. aquilus frente a un escenario de
exposicion se clasifico como "alta” de acuerdo a los criterios establecidos con base en los autores
Gaytan-Oyarzun et al. (2012), MINAM (2015), Pefia et al. (2001) y Quiterio-Pérez et al. (2012),

dado que el valor total ponderado de las variables de interés fue de 7.
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El I1dV elevado se debe a la limitada vagilidad de la especie (valor de 3) y a la discrepancia entre
la vida media de los contaminantes en el suelo y el tiempo de vida de la serpiente (valor de 3), lo
que indica que los organismos estaran potencialmente expuestos durante la mayor parte de su vida.

Asi mismo, como depredador de segundo y tercer grado, C. aquilus consume multiples especies
que pueden estar contaminadas, lo que incrementa la probabilidad de exposicion indirecta,
especialmente por biomagnificacion a través de la dieta (Delgadillo-Ubaldo y Longar-Blanco,
2008).

Otro factor importante a considerar en las evaluaciones de riesgos aplicadas a poblaciones
silvestres, es el rol ecoldgico del taxén de estudio, es decir, conocer qué papel tiene dentro de la
red trofica, pues aquellos taxones que se encuentren en niveles altos de la red alimenticia, podran
verse en una situacion de exposicion indirecta por el consumo de presas contaminadas. De esta
forma y con base en el trabajo de Mocifio-Deloya 2015, se determinaron mas de 10 especies
comestibles para C. aquilus lo cual corrobora su estatus de depredador de segundo y tercer grado

en su ecosistema, debido a esto, su exposicidn indirecta hacia los contaminantes se considera alta.

El coeficiente de particion octanol/agua (LogKow) es un parametro crucial para entender la
biodisponibilidad de los contaminantes en organismos vivos (Delgado-Mota, 2014). En este
estudio (Tabla 9), los valores de LogKow para Cd y Pb, indican una baja biodisponibilidad (Cd:
0.021, Pb: 0.017), mientras que el Hg mostro un valor elevado (5.95), lo que sugiere una alta
afinidad por lipidos y, por lo tanto, una mayor biodisponibilidad. Estos resultados son consistentes
con lo esperado para estos compuestos y refuerzan el potencial riesgo de exposicion (Delgado-
Mota, 2014).

En cuanto al RE es un valor calculado para poblaciones silvestres en condiciones de exposicion a
algun contaminante (Tabla 9), fueron determinados con base a los valores de referencia (RfD)
ajustados mediante un factor de incertidumbre UFh, de acuerdo a la ATSDR, (2005) y al
CEPIS/OPS, (2005). Sin embargo, en este trabajo se aplico también el factor de incertidumbre MF
debido a la falta de informacidn puntual sobre la ecologia de la especie, estrategia propuesta por
Lema et al. (2010), para ajustar la RfD calculada para humanos y hacerla aplicable a especies
silvestres sin que ello implique restricciones en la evaluacion para serpientes. Segun Lema et al.
(2010), estos factores tienen validez suficiente para la estimacion de riesgos en organismos no

humanos.
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De acuerdo a lo anterior, en la Tabla 9 se puede observar, que todos los valores calculados de RE
en la zona de bosque, superan ampliamente el umbral de RE > 20, lo que indica un alto riesgo para
la salud de las serpientes en esta zona, siendo el Pb y el Cd los MIT de mayor riesgo. De igual
forma, en la zona de matorral los RE calculados fueron mayores al valor umbral, mostrando al Pb
y el Hg como los elementos de mayor riesgo en la zona. Estos resultados confirman un riesgo
elevado asociado a cada uno de los metales evaluados en ambas zonas, siendo el Pb el MIT con

mayor riesgo en los dos ecosistemas.

El indice de riesgo ecotoxicoldgico acumulativo (H1), que se obtiene sumando los RE de los
contaminantes que afectan al mismo 6rgano, sistema 0 mecanismo de accién (Garcia-Reynoso et
al., 2007), resulté muy alto en ambas zonas (Tabla 9): Bosque con un valor calculado de 52084.53
y Matorral con un valor de 100054.03. Este elevado valor de HI, basado la presencia simultanea
de multiples contaminantes, refleja la peligrosidad acumulada de estos y refuerza el alto riesgo

potencialmente acumulativo de exposicion para C. aquilus.

Por otro lado, la concentracion predictiva de exposicion (PEC), la cual refleja la magnitud del
efecto bioldgico esperado en funcidn de una exposicion cronica a contaminantes a través de la
ingesta de presas potencialmente contaminadas, presentd los siguientes valores: Zona de bosque:
Cd: 0.181 mg/kg/dia, Hg: 0.002 mg/kg/dia, Pb: 2.957 mg/kg/dia; Zona de matorral: Cd: 0.031
mg/kg/dia, Hg: 0.439 mg/kg/dia, Pb: 1.776 mg/kg/dia (Tabla 9).

Estos valores fueron calculados con base en la revision bibliografica sobre la ecologia tréfica y
morfologia de Crotalus aquilus, a partir de la cual se estimaron parametros fundamentales como el
peso promedio de los organismos, su longevidad y la tasa de ingesta (T1). Dicha revision incluyd
literatura especializada y trabajos comparativos con especies cercanas del mismo orden
taxonomico (Serpentes), lo que permitio sustentar adecuadamente los escenarios de exposicion

analizados.

En este contexto, el uso de la PEC constituye un indicador derivado de variables ecoldgicas
especificas de la especie, permitiendo evaluar de manera mas realista el riesgo toxicologico al que
estan expuestas estas serpientes en su entorno natural. Segun los criterios de interpretacion de la
PEC, se considera un riesgo ecotoxicologico alto cuando el valor es igual o superior a n x 1072
mg/kg/dia. Bajo este enfoque, la elevada PEC de Pb en ambas zonas sugiere un riesgo

potencialmente alto para C. aquilus, mientras que las PEC de Cd y Hg, aunque menores, adquieren
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relevancia al analizarse en conjunto con los valores de riesgo ecotoxicolégico (RE) e indice de
riesgo (HI), reforzando asi la preocupacion sobre los efectos cronicos derivados de la exposicion

acumulativa a estos metales.

La evaluacion del Riesgo Ecoldgico (RE), calculado como la razén entre la PEC y PNEC, permiten
estimar el potencial de dafio que estos contaminantes representan para la biota local. Cabe destacar
que un RE superior a 1 indica que la concentracién ambiental del contaminante excede los niveles
considerados seguros, siendo preocupante cuando esta relacion es varias ordenes de magnitud

mayor.

En ambos hébitats, los valores de RE para Cd son extremadamente altos, lo que evidencia que la
exposicion a Cd supera ampliamente el umbral sin efectos toxicos. En el bosque, la PEC es 9 387
862 500 veces mayor (ordenes de magnitud) que la PNEC, mientras que en el matorral la relacion
es de 1 578 veces. Dichos resultados indican un riesgo ecotoxicoldgico elevado para la biota, lo
que concuerda con estudios previos que han documentado efectos subletales y genotoxicos de este
metal en reptiles; ademas de que se espera una disminucion de la biodiversidad en suelos y cuerpos
de agua contaminados, alteracion de las redes tréficas y el equilibrio ecoldgico; y posiblemente
una reduccion de la productividad de ecosistemas agricolas y naturales (Baker y Brooks, 1989;
Hopkins et al., 2002; Burger y Gochfeld, 2005).

Para el Hg, se observa que, aun en la zona de bosque donde la PEC es relativamente baja comparada
con los otros elementos y sitios de estudio, donde el RE alcanza 453 oOrdenes de magnitud
reflejando que incluso concentraciones modestas pueden representar un riesgo significativo. En
contraste, en el matorral la razon se dispara por arriba de los 73 101 6rdenes de magnitud, indicando
un riesgo inaceptable para la salud de la biota sobre todo en la zona de matorral, donde los factores
fisicoquimicos favorecieron su acumulacion ambiental. Diversos estudios han evidenciado que el
mercurio puede afectar la neurobiologia y el comportamiento en reptiles, comprometiendo su
supervivencia y éxito reproductivo (Burger y Gochfeld, 2005; Vasquez et al., 2015), sin olvidar
que es uno de los elementos mas toxicos en el ambiente, por lo que se espera, que en animales
acuaticos se pueda acumular afectado el sistema nervioso, la reproduccion, el comportamiento y el
desarrollo embrionario y trasmitirlo a través de la cadena alimentaria, mientras que otros organismo

como aves y mamiferos (incluyendo humanos), se espera dafio neuroldgico severo, especialmente
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en fetos y crias, efectos en el comportamiento, la reproduccién y la supervivencia, con una lata

transferencia de madres a crias (via placenta o leche) (Clarkson, 1997).

En el caso del Pb, tanto en el bosque como en el matorral se detectaron concentraciones de PEC
que superan por varios ordenes de magnitud la PNEC, siendo los valores mas altos de los tres MIT
evaluados. En el bosque, la relacion PEC/PNEC esta arriba de los 42 244 6rdenes de magnitud y
en el matorral por encima 25 374 o6rdenes de magnitud. Estos niveles de exposicién podrian
favorecer la toxicidad acumulativa, manifestando genotoxicidad en la fauna local (Echeverria et
al., 2016).

Este analisis revela que, aunque en algunos casos la PEC en zona de matorral es menor que en
bosque (como sucede con Cd y Pb), la proporcion con la PNEC sigue siendo desmesurada en ambos
ecosistemas. Esto evidencia un “riesgo ecotoxicolégico inaceptable” para las poblaciones de C.
aquilus en la region de estudio, independientemente del habitat. Las diferencias entre ambas zonas
pueden atribuirse a variaciones en la fuente y distribucion de los contaminantes; asi como, a

propiedades fisicoquimicas del suelo, factores climatologicos y/o situacionales.

La magnitud de los RE calculados (que superan en multiples érdenes de magnitud el valor critico
de 1), lo que sugiere que las concentraciones de metales pesados se encuentran en niveles
extremadamente peligrosos para la salud ecoldgica, por lo que es necesario profundizar en estudios
que correlacionen estos valores con efectos a nivel poblacional y de cadena tréfica, a fin de
comprender mejor las implicaciones a largo plazo en la biodiversidad local, lo que evidencia un

escenario de alta exposicion en ambos habitats, poniendo en riesgo la integridad de la biota local.

Los resultados presentados son consistentes con la literatura existente sobre la toxicidad de metales
pesados en reptiles; asi como, con la suposicion de altas concentraciones de estos en sitios como la
comarca minera, en donde la extraccion de metales como Au y Ag pueden estar asociados con ala
contaminando los suelos aledafios a la actividad. Por ejemplo, estudios en el género Nerodia han
revelado efectos adversos significativos ante exposiciones cronicas a metales pesados, lo que
sugiere que los riesgos observados en C. aquilus podrian ser igualmente graves (Hopkins et al.,
2002). También, en otras especies de reptiles, se ha documentado que la exposicién a cadmio y
plomo puede generar dafios genotdxicos, reflejando la necesidad de monitoreo continuo de estas

especies en ambientes contaminados (Burger y Gochfeld, 2005; Echeverria et al., 2016).
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La evaluacion de PEC en C. aquilus indica que las concentraciones de los tres MIT superan las
PNEC, lo que representa un riesgo ecotoxicoldgico alto principalmente para el Hg seguido del Pb
y finalmente del Cd en esta evaluacion. Abordar la relacion concentracidn-efecto es fundamental

para entender los riesgos que enfrentan estas especies, y contribuir asi en su conservacion.

Hasta este momento no se contaba bibliograficamente con ninguna evaluacion sobre la calidad del
ambiente y el impacto potencial que las actividades antropocentricas pudieran tener sobre la
herpetofauna de las zonas de interés. Si bien se cuenta con un antecedente historico sobre los
procesos mineros del sitio de estudio, en general, hay muy pocas evaluaciones sistematicas sobre
la salud de los ecosistemas de la comarca minera en el estado de Hidalgo, y de como ésta puede o

no afectar a la fauna circundante.

Dentro de los estudios ecotoxicoldgicos aplicados en la fauna de la Comarca Minera del estado de
Hidalgo, destacan algunos trabajos previos realizados principalmente en aves y anfibios (Fonseca,
2018; Gonzalez-Salazar et al., 2015; Pacheco, 2013) sin embargo, existe una larga lista de
organismos que aun siguen sin ser considerados en estas evaluaciones, dentro de los que destacan

los reptiles y especialmente las serpientes.

Particularmente para los miembros de este grupo, estos trabajos cobran un sentido mayor, no solo
por la importancia ecoldgica de estos organismos, sino también, porque hasta ahora solo se ha
especulado sobre como la contaminacion pueda afectar a los miembros de este grupo taxonémico,
sin contar, con estudios detallados al respecto, por lo que las estimaciones del riesgo forman parte
del primer acercamiento para la realizacion de investigaciones mas detalladas al respecto. Ademas
de que es importante mencionar que existe muy poca informacion respecto a los efectos negativos
de la contaminacion quimica del ambiente hacia las serpientes. Tan solo Campbell y Campbell
(2001) y Schneider et al. (2013) indicaron que no existen estudios continuos y sistematicos con
serpientes que determinen las concentraciones a las que estos organismos presentan efectos
adversos, por lo que la aplicacion de una evaluacion de riesgo a la salud es indispensable para tener

un punto de partida respecto a esta area.

Finalmente, los resultados obtenidos sobre el riesgo de exposicion de C. aquilus indican que,
aunque se trata de un depredador con una dieta diversa, su exposicion a metales toxicos esta
influenciada significativamente por su rol dentro de la red tréfica por ser un depredador. Los

valores elevados de CDI, especialmente para Cd y Pb, son consistentes con estudios previos en
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serpientes, que sefialan la importancia de la dieta como un factor clave en la acumulacién de
metales en estos organismos (Burger y Gochfeld, 2016; Campbell y Campbell, 2001; Schneider et
al., 2013). Estos resultados subrayan la necesidad de realizar estudios méas detallados para evaluar
los efectos crénicos de los metales pesados en la salud de las serpientes y su posible impacto a
largo plazo en las poblaciones de la region.
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4. Conclusiones del capitulo

1. Se identificaron concentraciones de cadmio (Cd), plomo (Pb) y mercurio (Hg) en las zonas de
bosque y matorral que superan las dosis de referencia (RfD) establecidas para la proteccion de la
biota. Los valores del Riesgo Ecotoxicoldgico (RE) y del indice de Peligrosidad (H1) indicaron un
riesgo considerable, especialmente para el mercurio en la zona de matorral, donde se observaron
los valores mas elevados. Asimismo, el plomo mostrd concentraciones persistentemente altas en
ambas zonas de estudio. Estos resultados sugieren una alta vulnerabilidad de (Crotalus aquilus)

frente a la exposicion cronica a estos metales en su habitat natural

2. La posible biodisponibilidad y bioacumulacion de estos MIT se fundamenta en los valores de
LogKow observados. Ademas, su posible bioacumulacion esta respaldada por los valores obtenidos
mediante el indicador propuesto de EID (Exposicion indirecta de la dieta) lo que indica que la
exposicion crénica a estos contaminantes podria tener efectos adversos en la salud y fisiologia de

la especie.

3. La estimacion del RE como indicador adimensional basado en la relacion PEC/PNEC ofrecio
un enfoque integral para evaluar el riesgo potencial que implica la exposicion a MIT en C. aquilus.
Este analisis establece las bases para los analisis de los siguientes capitulos, que se centraran en la
evaluacion de las concentraciones internas de estos metales en la poblacion de Cascabeles, asi

como en los posibles efectos genotdxicos.

4. La incorporacion de la tasa de ingesta (TI), estimada a partir de los patrones de consumo
alimenticio de la especie, permitid calcular la concentracion de exposicion de forma mas realista.
Esta propuesta metodoldgica representa una herramienta innovadora para la evaluacion de riesgos
en organismos terrestres poco estudiados, como las serpientes, que fungen como bioindicadores

ecologicos clave.

5. En conjunto, los hallazgos de este estudio sientan las bases para una evaluacién mas profunda
de los efectos de los MIT en (C. aquilus), sustentando la necesidad de analizar diversos tejidos
bioldgicos para cuantificar la acumulacion interna de metales y sus posibles efectos genotdxicos.
Estos resultados son relevantes para disefiar estrategias de conservacion y monitoreo ambiental en

habitats susceptibles a contaminacién por metales pesados.
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CAPITULO Ill: EVALUACION DE LA BIOACUMULACION DE MIT EN
DIFERENTES BIOMARCADORES DE EXPOSICION DE Crotalus aquilus

1. Introduccioén

Como se menciond anteriormente, las serpientes constituyen un grupo de vertebrados
particularmente vulnerable a la contaminacion por metales de interés toxicolégico (MIT) (Egea-
Serrano y Ortiz-Santaliestra, 2013), debido a su escasa vagilidad, longevidad, dieta
predominantemente carnivora y largos periodos de inactividad. Estas caracteristicas las hacen
propensas a la exposicion prolongada, biodisponibilidad, bioacumulacion y biomagnificacion de
los MIT presentes en el ambiente. En consecuencia, la exposicion a estos contaminantes puede ser
considerablemente prolongada y generar efectos adversos en los distintos niveles tréficos en los
que estos organismos participan. (Hopkins, 2000; Quesada et al., 2014). No obstante, pese a su
importancia ecologica y su vulnerabilidad ante la contaminacion, la informacion que respecta al
area de ecotoxicologia en este grupo sigue siendo escasa, ya que, del total de trabajos
ecotoxicologicos realizados en vertebrados a nivel mundial, menos del 0.8% corresponde a

serpientes (Egea-Serrano y Ortiz-Santaliestra, 2013).

Gran parte de esta problematica se origina en el hecho de que muchas especies se encuentran bajo
algun estatus de amenaza, lo que limita la posibilidad de realizar muestreos directos y compromete
la obtencidén de datos. Esta restriccion obliga a los investigadores a trabajar con ejemplares
encontrados muertos o, en su defecto, a optar por especies cuyas poblaciones sean abundantes y

gue no se encuentren en riesgo (Egea-Serrano y Ortiz-Santaliestra, 2013).

Dada la escasez de trabajos de ecotoxicologia en serpientes, algunos investigadores han sugerido
la utilizacion de biomarcadores no letales y poco invasivos que permitan incluir en mayor medida
a las serpientes en estudios ecotoxicoldgicos, sin poner en riegos a las poblaciones de estudio. La
quimica analitica de fluido y tejidos, es esencial para identificar y cuantificar la presencia de
xenobidticos en los organismos de estudio, y con variables espaciales y temporales permiten
determinar varios bioindicadores de exposicion, biodisponibilidad y/o bioacumulacién. Algunos
de los fluidos o tejidos utilizados, son denominados biomarcadores de exposicion, y dentro de estos
hay algunos que son poco invasivos y no letales que se utilizan de manera frecuente en serpientes,

como son la sangre, mudas de piel y “tail clips”. Este Gltimo se refiere a una porcion de cola, de
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entre 2 y 3 cm, que se amputa del animal (Burger et al., 2006; 2017; Jones y Holladay, 2006), la
obtencion de algunas de estas muestras bioldgicas, conllevan procesos quirdrgicos en los animales,
mismos que implican un procedimiento agresivo y estresante; por eso la busqueda de mas
biomarcadores de exposicién, que sen no letales y poco invasivos que conlleven a una toma de

muestra accesible y facil es una de las prioridades de este tipo de investigaciones.

El cascabel de las serpientes del género Crotalus, puede ser una alternativa de estos biomarcadores
no letales y poco invasivos al ser una estructura queratinosa sin terminaciones nerviosas y formada
por la muda de piel de los organismos, puede ser facilmente retirado sin ocasionar dafio alguno a
los animales (Meik y Pires-daSilva, 2009) Ademas, debido a su composicion de queratina, el
cascabel presenta un potencial para la acumulacion de metales, similar a lo observado en otras
especies donde los MIT han sido detectados en estructuras queratinosas como plumas, ufias y pelo
(Beyer et al., 1998; Gonzalez et al., 2016). Estas estructuras queratinosas han demostrado ser
efectivas como biomarcadores de exposicion a contaminacion ambiental por MIT, basado en que
la queratina puede bioacumular metales pesados presentes en el entorno (Beyer et al., 1998). El
cascabel, que se renueva con cada muda, ofrece una ventaja adicional al permitir la monitorizacion
continua de la bioacumulacion de metales a lo largo del tiempo. A diferencia de otros
biomarcadores mas invasivos, la obtencion del cascabel es menos laboriosa y estresante para los
animales, lo que lo convierte en una opcion viable para estudios ecotoxicologicos en serpientes del
género Crotalus (Ibarra-Bautista et al., 2021; Meik y Pires-daSilva, 2009).

Por otra parte, el veneno de las serpientes del género Crotalus, compuesto en un 90% por proteinas
en peso seco, podria constituir un biomarcador adecuado de exposicion a metales de interés
toxicoldgico (MIT), de manera similar a lo que se ha documentado en otros tejidos o fluidos
bioldgicos de diversas especies (Borja et al., 2014). Por ejemplo, se ha observado que las plumas
de aves y el pelaje de mamiferos pueden acumular metales pesados debido a su composicion
proteica y estructura. Investigaciones han demostrado que las plumas pueden contener metales
como plomo y cadmio, relacionados con la contaminacion ambiental (Fonseca, 2018), lo que
sugiere que el veneno de las serpientes también podria reflejar niveles de exposicién a estos
contaminantes. En este sentido, la deteccion de MIT en el veneno de Crotalus aquilus podria
proporcionar informacion valiosa sobre su exposicion ambiental y el potencial impacto en la salud
de estos organismos. México cuenta con una gran diversidad de serpientes, destacando a las

serpientes de cascabel (género Crotalus) como uno de los géneros mas diversos y cuyas especies
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estan presentes en casi todos los ecosistemas del territorio nacional, conformando asi, un grupo de
gran importancia cultural y ecologica para México (Fernandez-Badillo et al., 2017).
Particularmente en el estado de Hidalgo, el género Crotalus es igualmente diverso, pues ahi se
distribuyen ocho de las 46 especies de viboras de cascabel del pais, abarcando gran parte del estado
(Fernandez-Badillo et al., 2011; 2017; Uetz y Hoske, 2023).

Dada la gran importancia ecoldgica que las serpientes de cascabel poseen, la integracion de este
taxon en estudios ecotoxicoldgicos es precisa, sin embargo, debido al estatus de proteccion de
varias especies, la consideracion de estos animales en estudios ecotoxicoldgicos requiere de la
implementacién de metodologias no letales y poco invasivas que permitan la toma de muestras, sin
perjudicar a los animales; asi como, del tramite de una licencia de recolecta cientifica, que se ven
mas facilmente gestionado, cundo implica poco o nula manipulacion de los organismos y poco o

nulo dafio fisico ejercido al tomar una muestra biologica.

Debido a la contaminacion generada por la actividad minera en la region, y a la limitada
disponibilidad de estudios enfocados en ecotoxicologia, resulta pertinente realizar una evaluacion
ecotoxicologica aplicada a dos poblaciones de Crotalus aquilus presentes en la Comarca Minera,
Hidalgo. Este estudio prioriza el uso de metodologias no letales y minimamente invasivas, con el
objetivo de validar el uso de un biomarcador no letal previamente reconocido en serpientes como
es la muda de piel, asi como proponer nuevos biomarcadores potenciales, como el cascabel y el
veneno. Estos biomarcadores podrian ser incorporados en el futuro como parte de una metodologia

especifica para estudios ecotoxicoldgicos en serpientes del género Crotalus.

76| Pagina



2. Material y método
2.1 Descripcion del taxdn de estudio.

Crotalus aquilus (Klauber, 1952) es una vibora de cascabel de montafia, endémica de México, de
talla mediana, la cual no sobre pasa los 80 cm de longitud (Fernandez-Badillo et al., 2017; Heimes,
2016; Uetz y Hoske, 2023). Presenta un patron de coloracién conformado por manchas dorsales
con forma cuadrada y/o rectangular, generalmente mas obscuras que el resto del cuerpo, la
coloracién corporal varia entre colores marrén, café y verde, siendo las hembras usualmente mas
obscuras que los machos (Figura. 7) (Campbell y Lamar, 2004; Fernandez-Badillo et al., 2011,
Heimes, 2016).

Figura 7 Ejemplares de C. aquilus A) hembra B) macho. Fotografias tomadas por Felipe Ceron Mejorada.

En cuanto a la escutelacion, diversos autores (Campbell y Lamar, 2004; Heimes, 2016) reportan
que Crotalus aquilus presenta un promedio de 12 escamas supralabiales, con la escama prenasal
curvada por debajo de la postnasal, y de dos a tres escamas internasales. El cascabel esta compuesto

por 10 escamas en su base.

La escama rostral es generalmente mas ancha que alta, mientras que la escama prenasal se curva
bajo la postnasal. La escama subocular anterior contacta con la cuarta y quinta escamas
supralabiales. Usualmente, hay dos escamas preoculares, siendo la superior frecuentemente

dividida verticalmente. Posee de dos a tres escamas internasales grandes y en contacto (Figura. 8).
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Generalmente presenta dos escamas cantales, una a cada lado; de cero a cuatro escamas
intercantales; entre cinco y diez escamas en la region internasal-prefrontal; y de dos a cinco
escamas intersupraoculares. Cuenta con una escama loreal a cada lado, de 11 a 13 escamas
supralabiales y de 10 a 12 infralabiales; de 142 a 164 escamas ventrales; 17 a 30 escamas
subcaudales; y el cascabel delimitado por 10 escamas. (Figura. 8).

Figura 8 Escutelacion de Crotalus aquilus. A) vista dorsal de la cabeza B) vista lateral de la cabeza C)

vista ventral del cascabel D) vista lateral del cascabel. Elaborado por Pablo Jesus Salvador Morales.

En cuanto a sus habitos alimenticios; C. aquilus posee una dieta sumamente variada, alimentandose
de pequerfios invertebrados, ranas, salamandras y lagartijas generalmente del género Sceloporus,
pequefios mamiferos de los géneros Microtus, Peromyscus y Sylvilagus, aves de la especie
Haemorhous mexicanus y de otras serpientes de los géneros Pituophis, Thamnophis y Crotalus
siendo asi, un importante depredador en sus respectivos ecosistemas (Klauber, 1972; Mocifio-
Deloya et al., 2008; Rebdn-Gallardo et al., 2015).
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2.2 Trabajo de campo para la toma de muestras biologicas
2.2.1 Blsqueda y captura de los ejemplares

El trabajo de campo se realizd durante el periodo febrero-agosto de 2022 y 2023, con el fin de
obtener un buen esfuerzo de muestreo. Para la busqueda de los organismos se realizaron 3 salidas
de campo al mes, las cuales constaron de cuatro dias cada una; a partir de marzo hasta mes de

octubre.

Para efectuar la recolecta de los ejemplares, se expidié una licencia de recolecta cientifica por
proyecto sobre especies o poblaciones en riesgo o sobre habitad critico, otorgada por la
Subsecretaria de Gestion para la Proteccion Ambiental, Direccion General de Vida Silvestre, con
numero de registro SGPA/DGVS/06339/21.

Para el trabajo de campo se utilizé el método de busqueda directa o VES por sus siglas en inglés
(Visual Encounters Surveys), el cual consiste en una exploracion intensiva, sin restricciones en el
area de estudio designada. Por lo general en esta metodologia, se utilizan los senderos existentes
para acceder a los sitios de estudio y se realiza el muestro durante las primeras horas de dia y al
atardecer ya que, durante ese tiempo, las temperaturas son favorables para que las serpientes se

encuentren activas (Aguirre—Leon, 2014; Manzanilla y Péfaur, 2000).

De acuerdo con Aguirre—Ledn (2014) el avistamiento de sauropsidos no aves se presenta en funcion
de la temperatura ambiental, pues de esta depende su temperatura corporal, por lo que las

busquedas se realizaron durante un horario de 9:00 am a 14:00 pm y de 16:00 pm a 19:00 pm.

Las serpientes fueron capturadas vivas en campo. Se tomaron las coordenadas geograficas de cada
uno de los individuos recolectados y se describieron las caracteristicas ecoldgicas de los sitios de
recolecta como es el tipo de vegetacion, microhabitat, altitud, etc. Estos datos ecoldgicos son de
suma importancia puesto que, de ser necesaria la extraccion de cualquier ejemplar, con ayuda de
la georreferencia, el animal podria ser devuelto a su zona. También, nos brindan informacion sobre
el desplazamiento de los ejemplares, la cual puede ser de utilidad para sustentar su caracter de
bioacumuladores. De igual forma, se pueden obtener datos satelitales sobre las zonas con mayor

densidad poblacional.

Los animales fueron recolectados haciendo uso de ganchos y sacos herpetoldgicos, una vez

encostalado cada animal, fue llevado a una zona despejada para realizar el manejo del mismo en
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condiciones de seguridad (Aguirre—Ledn, 2014). Durante todo el protocolo de manejo se evitd la
manipulacion directa con las manos con el fin de reducir el riesgo de una mordedura, asi mismo se
hizo uso de tubos de acrilico disefiados para el manejo especifico de los ejemplares. De acuerdo
con los protocolos establecido por Aguirre-Ledn (2014) y Villegas (2005), las serpientes seran
introducidas en los tubos de acrilico, manejandolas siempre con los ganchos herpetoldgicos. Una
vez que dos tercios de su cuerpo estén dentro del tubo, este debera inclinarse sobre el cuerpo de la

serpiente para sujetarla contra el suelo, para después ser sujetada con la mano (Figura. 9).

Figura 9 Sujecién de serpiente venenosa mediante entubacién (Villegas, 2005).

Para la identificacion de la especie se utilizaron las claves taxondmicas descritas por Campbell y
Lamar (2004). A cada ejemplar capturado se le asigné un numero clave para su registro individual

bajo las siglas PECA (Proyecto Ecotoxicolégico de Crotalus aquilus) y el numero del ejemplar.

El marcaje de los ejemplares se realizd6 mediante una fotografia del patron de coloracion dorsal

segun el método sugerido por Moon et al. (2004), pues los patrones de coloracién son unicos de
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cada ejemplar, no varian con el paso del tiempo y es el método menos invasivo de marcaje
(Carlstrom y Edelstam, 1946).

2.2.2 Toma de muestras

La toma de datos y muestras se realiz directamente en campo. Los ejemplares capturados fueron
entubados en tubos de acrilico transparente, de un tamafio menor al cuerpo de los animales con el

fin de poderlas manipular con mayor seguridad (Aguirre—Ledn, 2014; Villegas, 2005).

Se registraron medidas morfométricas de los ejemplares, incluyendo el peso (medido con una
bascula digital), la longitud hocico-cloaca y la longitud total (medidas con una cinta métrica). La
determinacion del sexo se realiz6 mediante la técnica de sexado mediante estiletes (Figura. 10).

Para realizar el sexado de un ejemplar, se introducira una sonda o estilete de punta roma lubricado
y previamente esterilizado por un lado de la cloaca de la serpiente y en direccion caudal. En
machos, la sonda pueda penetrar profundamente (entre 8 a 15 escamas subcaudales) esto debido a
que los hemipenes se encuentran invertidos, mientras que en hembras no se podra penetrar mas de

3 0 4 escamas subcaudales (Varela, 2002).

HEMBRA

Figura 10 Sexado de serpiente por medio de sonda (Varela, 2002).
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Posteriormente, se procedié a tomar las muestras bioldgicas correspondientes de acuerdo a los

procedimientos establecidos por Aguirre-Ledn (2014) Varela (2002) y Villegas (2005).
Cascabel

El cascabel, al ser una estructura queratinizada, no presenta terminaciones nerviosas y este se
recupera con cada muda de piel que realiza la serpiente. Esta estructura se puede obtener sin
necesidad de realizar cortes, separando un segmento de otro. La obtencidn se realizé a partir del
segundo segmento del mismo (Figura. 11).

Cada uno de los cascabeles obtenidos se almacenaran en refrigeracion en frascos de plastico,
previamente lavados y etiquetados con la clave de registro del ejemplar correspondiente hasta su

posterior traslado al laboratorio (Fonseca, 2018).

LD
P

Figura 11 Segmentos de cascabeles numerados. Se sefiala el lugar en donde se separa para tomar la
muestra. Modificado de Varela, (2002).

Veneno

Las muestras de veneno se obtuvieron mediante el método de ordefia manual (Figura. 12), en vasos
para muestras coproparasitoscopicas, estériles, cubiertos de plastico Parafilm y previamente

rotuladas. Posteriormente, el veneno fue recuperado mediante el uso de una micropipeta de 100 a
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1000 ul y depositado en tubos Eppendorf rotulados con la clave de identificacion propia de cada
animal (Borja et al., 2014). Estas muestras se resguardaron en refrigeracion hasta su posterior

traslado al laboratorio.

Figura 12 Extraccion de veneno mediante ordefia manual. Fotografia tomada por Felipe Cer6n Mejorada.

Mudas de piel

Durante el trabajo de campo se lograron recolectar mudas de piel pertenecientes a C. aquilus, estas
fueron obtenidas directamente de ejemplares que se encontraban en proceso de muda, dada la
temporalidad de muestreo, asi como de ejemplares que recién habian mudado, por lo que las
muestras se encontraron en buen estado. Las mudas de piel encontradas fueron identificadas en
campo, identificando la escutelacion de la especie y patrones de coloracion que quedan levemente

impresos en la muda.

Por otro lado, un ejemplar de la zona de matorral fue recolectado por autoridades del municipio
(cuerpo de bomberos) y depositado en la Unidad de Rescate, Rehabilitacion y Reubicacién de
Fauna Silvestre, Endémica y Exotica (URF) de Pachuca, espacio autorizado por SEMANART

México, la cual permiti6 tener acceso a los organismos para realizar tomas de muestras.
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2.3 Procesamiento de las muestras
2.3.1 Transporte y almacenaje

Las muestras recolectadas en campo fueron transportadas en una hielera con gel refrigerante hasta
el laboratorio, en donde permanecieron en congelacién a una temperatura de -20 C° hasta ser

procesadas (Burger et al., 2006).
2.3.2 Preparacion de las muestras
Cascabeles

Debido a que no se cuenta con una metodologia establecida para el procesamiento de este tipo de
muestra bioldgica para su analisis como biomarcador y debido a la naturaleza de las mismas, la
adecuacion de esta metodologia se basa el procedimiento descrito por Fonseca (2018), quien
analiz6 plumas y egagropilas de aves como biomarcadores de la contaminacion por MIT en un
ambiente urbano.

Cada cascabel fue lavado con agua desionizada y secado a temperatura ambiente hasta alcanzar
peso constante, una vez alcanzado el peso constante los cascabeles fueron triturados en morteros

de porcelana (Figura. 13).

Figura 13 Muestras de cascabeles y restos de una serpiente.
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Veneno

El veneno es una secrecidn bioldgica, compuesta en un 90% por proteinas (Borja et al., 2014), las
cuales pueden desnaturalizarse facilmente con cambios de temperatura o por la exposicion
prolongada al ambiente. Debido a que no se cuenta con un protocolo establecido para el analisis de
metales pesados en muestras de veneno de serpientes, estas muestras se transportaron y
almacenaron bajo los protocolos de andlisis para la caracterizacion de veneno recomendado por
Borja et al. (2014).

El veneno fue trasladado al Laboratorio de Genética Evolutiva y Ambiental del Centro de
Investigaciones Bioldgicas en la Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo (UAEH), en donde
se procesd. Cada muestra fue recuperada en tubos eppendorf y centrifugada en una microcentrifuga
de mesa, a una velocidad de 5 000 rpm durante 2 minutos. Posteriormente, la muestra de veneno
fue nuevamente recuperada con una micropipeta de 100 a 1000 pL y depositada en tubos de
polipropileno para digestion y pesada en una balanza analitica.

Mudas de piel

Para la preparacion de las mudas de piel, estas fueron lavadas con agua desionizada y secadas a
temperatura ambiente hasta alcanzar peso constante, una vez alcanzado el peso constante, se
procedio a cortar con tijeras cada muda y almacenada en frascos copro de manera independiente.
Finalmente, cada muestra fue agitada con un agitador vortex durante 2 minutos, con la finalidad de
homogenizar la muestra para posteriormente ser pesada en una balanza analitica (Jones y Holladay,
2006).

Cuerpo completo

De manera adicional se procesaron 3 serpientes (un posible adulto y dos crias) que fueron
encontradas muertas en las zonas de muestreo. Para ello, las serpientes fueron secadas a
temperatura ambiente hasta alcanzar peso constante, una vez alcanzado el peso constante, se
procedid a cortar con tijeras cada ejemplar y a almacenar los restos en frascos copro. Finalmente,
cada frasco fue agitado con un agitador vortex durante 2 minutos, con la finalidad de homogenizar

la muestra para posteriormente ser pesada en una balanza analitica.
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2.3.3 Digestion acida de las muestras

La digestion de las muestras se realiz6 mediante el protocolo &cido asistido por microondas descrito
en la metodologia 3051A de la USEPA (2007). Para ello, se emple6 un horno de digestion por
microondas modelo Mars X, que permite un control preciso de la temperatura y presion,
garantizando la descomposicion eficiente de la matriz organica y la liberacion completa de los
metales presentes. Este método asegura una digestion rapida, reproducible y segura, cumpliendo
con los estandares internacionales para el analisis de metales en muestras ambientales (USEPA,
2007).

Se colocd el material bioldgico en los vasos de propileno para digestion (Figura. 14), para ello, se
peso un maximo de 0.2 g de cada muestra, posteriormente se adicionaron 10 mL de acido nitrico
concentrado (HNOs) a cada vaso. Finalmente, se colocaron los vasos en el carrusel del horno y se
procedio a realizar la digestion aplicando los pardmetros cargados en el software del horno, bajo
las especificaciones del método 3051A (Figura. 15). Una vez concluido el proceso de digestion,

las muestras se dejaron enfriar por 30 minutos, antes de su filtrado.

Figura 14 Muestras en vasos para digestion.
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Figura 15 Digestion de muestras en horno MARX.

Concluyendo el proceso anterior, las muestras fueron filtradas utilizando papel filtro del nimero
40 (Figura. 16). Posteriormente, se aforaron con agua desionizada a 50 mL. Finalmente, estas
muestras fueron almacenadas en los frascos plasticos previamente preparados y rotulados con el
cddigo correspondiente a cada ejemplar para su posterior lectura en el espectrofotometro (Figura.
17) (USEPA, 2007).

Figura 16 Filtrado de muestras digeridas.
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Figura 17 Muestras digeridas y filtradas listas para su lectura.

2.4 Determinacion de MIT en muestras biolégicas
2.4.1 Preparacion de estandares y curva patrén

Se prepararon soluciones madre de cadmio (Cd), plomo (Pb) y mercurio (Hg) a una concentracién
de 1000.00 mg/L, siguiendo las recomendaciones del manual técnico del espectrofotometro de
absorcién atomica Varian SpectrAA-880.

Para la solucion de Cd, se pesaron 0.1 g de sulfato de cadmio (CdSOs4) y se disolvieron en 5 mL de
acido nitrico (HNOs) concentrado. En el caso del Pb, se pesaron 0.1 g del metal en su forma
elemental, los cuales se disolvieron también en 5 mL de HNOs concentrado. Para la solucion de
Hg, se emplearon 0.1 g de metilmercurio (CHsHg), disueltos en 5 mL de acido nitrico concentrado.
Una vez disueltas por completo las sales o compuestos metalicos, las soluciones fueron aforadas
con agua desionizada hasta completar un volumen final de 100 mL en matraces volumétricos.
Finalmente, se transfirieron a frascos de almacenamiento previamente etiquetados, para su
posterior uso en la construccidn de curvas de calibracion. A partir de estos estandares se prepararon

curvas patron con una concentracion de 1.5 mg/L con cinco puntos mas un blanco a cero.
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2.4.2 Lectura de las muestras

Para la determinacién de MIT en las muestras bioldgicas, se utilizé la metodologia sugerida por
Burger et al. (2006) de Espectroscopia de Emision de Plasma Acoplado Inductivamente (ICP) con
un equipo Perkin Elmer, Mod. Optima 8300 USA (Figura. 18).

B e
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Figura 18 Analizador multielemental ICP Perkin Elmer, Mod. Optima 8300 USA.

2.5 Analisis estadistico

Con los datos obtenidos del analisis quimico de las muestras de ambas zonas de estudio (bosque y
matorral), se procedid a realizar el analisis estadistico. Previamente, se aplicaron pruebas de
normalidad (Shapiro-Wilk) para cada conjunto de datos, determinandose que estos no seguian una
distribucion normal. Se llevé a cabo un remuestreo Bootstrap para homogeneizar la varianza,
posteriormente, se empleo estadistica no paramétrica, utilizando el anélisis de varianza de Kruskal-
Wallis y la prueba post-hoc de Mann-Whitney, debido a la naturaleza de los datos (Burger et al.,
2017). Las pruebas estadisticas se realizaron en el software PAST, estableciendo un intervalo de
confianza del 95 %. Se llevaron a cabo comparaciones entre las concentraciones determinadas en
los diferentes biomarcadores, tanto de forma independiente como entre los promedios (obtenidos
después del remuestreo Bootstrap) de las concentraciones de cada metal de interés toxicoldgico

(MIT) en cada biomarcador.
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Posteriormente, con los datos obtenidos sobre la concentraciéon de MIT en suelo y las
concentraciones determinadas en los biomarcadores, se realizé el calculo para determinar el Factor
de bioacumulacién absoluto (BAFA) de cada uno de los MIT en los diferentes biomarcadores
respecto al suelo, el cual es un indice adimensional que cuantifica el grado de bioacumulacién de
un contaminante, especificamente un metal de interés toxicologico (MIT), en un determinado

biomarcador biol6gico (como piel, veneno, sangre, entre otros).

Se calcula como la razon entre la concentracion del contaminante en el organismo y su
concentracion en el medio ambiente o via de exposicidn. Al tratarse de una relacién entre dos
concentraciones expresadas en las mismas unidades, sus dimensiones se cancelan, resultando en

un valor sin unidades, a través de la siguiente formula:
BAFA = Cint/ Cexp

Donde:

BAFA = Factor de Bioacumulacion Absoluto

Cint = Concentracion interna - concentraciones determinadas en los diferentes biomarcadores
(mg/Kg)

Cexp = Concentracion de exposicion - concentraciones determinadas en suelo (mg/Kg)

Valores de BAFA < 1 indican una baja bioacumulacién (solo una fraccion de la concentracion
ambiental fue absorbida), mientras que BAFA > 1 sugiere una acumulacion efectiva del compuesto

en el organismo, lo que puede representar un riesgo potencial para la biota expuesta
(Carriquiriborde, 2021).
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3. Resultados y discusion
3.1 Trabajo de campo del periodo febrero - agosto de 2022

El trabajo de campo correspondiente al periodo de muestreo febrero—agosto 2022, se realizo
unicamente en la zona de bosque. Se lograron capturar un total de 7 ejemplares, uno de ellos muerto
(Figura.19-25), de igual forma se lograron obtener dos mudas de piel de la especie en el &rea de
muestreo (Tabla 10).

Tabla 10 Datos morfométricos y muestras obtenidas de C. aquilus (zona de bosque).

_ Datos morfométricos Muestra
Ejemplar Sexo P(ZS)O Lo(r;?ri]t)ud Cascabel Veneno Muda de piel
PECA 001 3 145 48.3 v v -
PECA 002 Q 144 41 v - -
PECA 003 3 383 53.5 v v v
PECA 004 Q 80 30 v - v
PECA 005 - - - - - v
PECA 006 - - - - - v
PECA 007 Q 145 41.3 Cuerpo completo
PECA 008 Q 110 40.5 v v -
PECA 009 Q 140 43 v v -

PECA (Proyecto Ecotoxicoldgico Crotalus aquilus).
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Flgufa 21 Ejemblar No. EA 003.
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Figura 23 Ejemplar No. PECA 007. FigUra 24 Ejemplar No. PECA 008. |
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Figura 25 Ejemplar No. PECA 0009.

El periodo de muestreo tuvo lugar durante cuatro meses en donde se realizé una salida de campo
por mes con duracién de dos dias. Los animales se buscaron en horarios de 9:00 am a 4:00 pm,
pues al ser organismos ectotermos, este es el horario en el que se les suele encontrar mientras
termorregulan (Aguirre-Ledn, 2014). Las busquedas se realizaron con un total de 4 personas. Por
tanto, con base en el calculo de horas hombre, el esfuerzo de muestreo arroja un total de 224 horas

de trabajo, abarcando aproximadamente un area de 68.3 ha (Figura. 26).
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Figura 26 Superficie abarcada durante el muestreo en la zona de bosque.
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Se puede observar una clara concentracion de ejemplares en un punto definido del mapa (Figura.
27), los ejemplares de esa zona fueron encontrados mayormente en zonas rocosas, ligeramente
inclinadas, la mayoria bajo rocas, lo cual es correspondiente a lo reportado en bibliografia sobre el
comportamiento de las serpientes, demostrando su poca vagilidad, lo cual puede potenciar el efecto
de bioacumulacion de metales pesados en los organismos.
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Y :
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Google Earth
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MiEoe @ROZ2 1 axat . < ~

Figura 27 Puntos de geoposicion de cada ejemplar de C. aquilus encontrado.

Asi mismo, se logro obtener una recaptura (Figura. 28 y 29), lo cual por si solo es un evento
verdaderamente fortuito, mismo que representa un dato de suma importancia y que complementa
el escaso conocimiento que se tiene sobre el desplazamiento de estos organismos. De igual forma,

sustenta lo antes mencionado sobre los habitos que incrementan la exposicion de las serpientes
hacia los metales pesados.
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Figura 28 Puntos de captura y recaptura de un ejemplar de C. aquilus.

El primer avistamiento del ejemplar al cual se le designo como PECA 002, fue el dia 17 de abril
del presente afio. Posteriormente, el mismo ejemplar fue localizado el dia 5 de agosto del afio en

curso. La distancia calculada entre un punto de encuentro y otro fue de 80.3 m.

Figura 29 Fotografias de identificacion del ejemplar de recaptura, se sefialan las marcas que caracterizaron

al ejemplar (A) primer avistamiento (B) segundo avistamiento.
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3.2 Trabajo de campo del periodo febrero-agosto de 2023

El trabajo de campo correspondiente al periodo de muestreo febrero-agosto 2023, se realizd
Unicamente en la zona de matorral. Durante el periodo de muestreo se lograron capturar un total de
6 serpientes (Figura. 30 - 35). A continuacion, en la Tabla 11, se muestran los datos morfométricos
y las muestras obtenidas de los ejemplares recolectados en la zona de matorral.

Cabe destacar que la Unidad de Rescate, Rehabilitacion y Reubicacion de Fauna Silvestre,
Endémica y Exotica (URF) del Bioparque de convivencia de Pachuca, Hgo. permitié la toma de
muestras de un ejemplar resguardado en sus instalaciones, posiblemente perteneciente a la zona de
recolecta; se lleg6 a esta conclusion debido a la cercania que tiene la zona urbana en donde fue

reportado y rescatado, con la zona de estudio.

Tabla 11 Datos morfométricos y muestras obtenidas de C. aquilus (zona de matorral).

Datos morfométricos Muestra
Ejemplar Sexo Peso Longitud Cascabel Veneno Muda de piel
(9 (cm)

PECA 010 3 383 49 v v -
*PECA 011 Q 144 40.5 Cuerpo completo

PECA 012 3 210 41 v v v
&PECA 013 Q 315 48.3 v v v
PECA 014 3 110 41 v v

PECA 015 Q 93 43 v - -

PECA (Proyecto Ecotoxicoldgico Crotalus aquilus). *Ejemplar encontrado muerto “Ejemplar resguardado

por la URF del Bioparque de convivencias de Pachuca, Hgo.
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Figura 32 Ejemplar- No. PECA 012.

Figura 34 Ejemplar No. PECA 014.

Figura 35 Ejemplar No. PECA 015.

97| Pagina



Para el trabajo de campo correspondiente a la zona de matorral se obtuvo un esfuerzo de muestreo
de 224 h de trabajo, abarcando aproximadamente un &rea de 40.2 ha (Figura. 36). Durante el
periodo de muestreo, se observaron menos ejemplares de C. aquilus en comparacion con la zona
de bosque, donde el nimero de ejemplares observados fue mayor, incluyendo varios avistamientos

de crias de la especie, asi como mudas de piel.

Debido al conocimiento previo de la poblacion de la especie en la zona de matorral, se esperaba
obtener un mayor nimero de capturas, sin embargo, aplicando el mismo esfuerzo de muestreo que

en la zona de bosque, el nimero de muestras obtenidas no difiri6 significativamente entre zonas.

Zona de matorral | . = RS T Leyenda
i y . b @ Area de muestreo

Google Eart

{212 S 2025 ()4 e jizz

Figura 36 Superficie abarcada durante el muestreo de la zona de matorral.

3.3 Determinacion y evaluacion de las concentraciones de MIT en las muestras bildgicas
3.3.1 Evaluacion de las muestras de la zona de bosque

Se digirieron un total de seis cascabeles, cuatro muestras de veneno, cuatro mudas de piel y un

ejemplar completo (este se dividié en dos para su analisis, debido al peso de la muestra). Tras el
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andlisis de las muestras mediante ICP, se lograron determinar los 3 MIT (Cd, Pb y Hg) en todos

los diferentes biomarcadores (cascabel, veneno, muda de piel y cuerpo completo) (Tabla 12).

Tabla 12 Concentraciones de MIT (mg/kg) en diferentes biomarcadores de C. aquilus (zona de bosque).

MIT Cascabel Veneno Muda de piel CS#]EI;ESO
1046.91 £19.77 674.94 +129.00 80.14 £ 0.63 65.09 £1.28
862.01 £ 5.55 530.64 £ 101.79  133.65%0.90 73.43+£2.01
568.42 + 11.09 139.29 £ 27.51 251.80 £ 0.49
Cd 551.65 = 7.05 250.12 £ 48.31 306.17 £ 5.41
526.19 + 11.48
1111.68 + 23.49
*777.81£264.30 *330.73 £ 221.24 *183.06 £ 84.20 *69.26 + 4.56
2061.52 £29.98 230.81x47.54  122.77 £ 2.005 124.46 £ 0.86
1736.14 + 28.034  85.09 +£12.84 239.23 +1.875 115.01 £ 2.14
1406.41 +11.870  36.36 +12.58 448.5 + 8.642
Hg 1479.02 + 2.477 80.89 +10.14 662.16 + 4.306
1479.77 £ 14.607
2263.08 £ 17.765
*1737.66 + 353.29 *116.72+£90.80 *381.55+187.13 *119.73+5.17
2265.19+£47.33  836.07 £52.22 137.19+£0.98 103.87 £ 3.16
1512.3+20.32 681.47 +10.16 226.43+4.76 126.61 + 2.22
978.1 £59.43 172.63 + 10.93 453.63 + 9.66

Pb 1136.45 + 26.33
1356.36 + 64.30
2097.52 £ 55.72

310.17 +44.67  541.99 + 18.28

*1557.65 + 519.21 *501.51 +319.12 *306.04 + 168.49 *115.24 + 12.45

Se muestran las concentraciones promedio de cada muestra + su desviacién estandar *Promedios de

concentraciones después de un remuestreo Bootstrap de mil pasos (n = x).
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Cadmio (Cd)

El analisis de varianza de Kruskal-Wallis reveld diferencias significativas en las concentraciones
de Cd entre los biomarcadores de Crotalus aquilus (p = 0.00029). En particular, el cascabel
presentd concentraciones de Cd significativamente mas altas en comparacion con el veneno (p =
0.021), la muda de piel (p = 0.014) y el cuerpo completo (p = 0.005). Estas diferencias sugieren
que el cascabel, al estar formado por segmentos de queratina que se acumulan con cada muda
(Ferndndez-Badillo, 2011; Ibarra-Bautista et al., 2021), podria funcionar como un marcador
acumulativo a largo plazo. Este comportamiento no se observa en otros tejidos, lo que refuerza la
idea de que el cascabel podria ser un marcador mas sensible y de mayor duracion para el monitoreo

de Cd en serpientes.

Se realizo el calculo para determinar el BAFA del Cd en los diferentes biomarcadores respecto al
suelo (Tabla 13).

Tabla 13 Factores de bioacumulacion absoluto (BAFA) del Cd en los diferentes tejidos de C. aquilus
respecto al suelo (zona de bosgue). Concentracién interna (Cint) y concentracion de exposicion (Cexp) se

expresan en mg/Kg (x = S).

Cuerpo

Cascabel Veneno Muda de piel
completo

Cint 777.81+264.30 330.73+221.24 183.06 +84.20 69.26 + 4.56

Cexp 3.45+2.44

BAFA 225.45 95.86 53.06 20.08

En cuanto a los factores de bioacumulacion absoluto (BAFA), el cascabel mostré una mayor
capacidad de acumulacion de Cd en relacion con el suelo (225.45 6rdenes de magnitud), mientras
que el cuerpo completo exhibié el menor BAFA (20.08 ordenes de magnitud). Estos valores
respaldan la observacion de que los tejidos queratinosos, como el cascabel y la muda de piel, son
mas propensos a acumular metales pesados (Fonseca, 2018), probablemente debido a la afinidad

de los MIT por la queratina. Sin embargo, se observa una tendencia decreciente en las
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concentraciones de Cd en la muda de piel en comparacion con el cascabel, lo que sugiere que el

cascabel retiene Cd durante un mayor periodo de tiempo.

El veneno de Crotalus aquilus, compuesto en su mayoria por proteinas de bajo y alto peso
molecular (Borja et al., 2016), presentd acumulacion detectable de los tres metales evaluados,
siendo el plomo (Pb) el de mayor concentracion, particularmente en la zona de matorral
(1131.60+499.28 mg/kg). Las concentraciones de cadmio (Cd) en este biomarcador fueron
también relevantes (330.73 +£221.24 mg/kg en bosque; 136.18 £51.43 mg/kg en matorral), aunque
significativamente menores en comparacion con las observadas en el cascabel (p = 0.021), segln
el andlisis de Kruskal-Wallis. ElI mercurio (Hg), por su parte, alcanz6 valores de
116.72+£90.80 mg/kg en bosque y 236.14+105.11 mg/kg en matorral, mostrando afinidad

diferencial segun la matriz.

La capacidad de acumulacion de estos metales en el veneno puede explicarse por su afinidad con
proteinas especificas presentes en secreciones glandulares, como ha sido documentado en estudios
sobre otros fluidos biologicos (por ejemplo, leche y plasma). Si bien el cascabel mostro la mayor
capacidad acumulativa para Cd, el veneno demostro ser particularmente sensible a la presencia de
Pby Hg, lo que sugiere un comportamiento metal-especifico en la retencion por tipo de tejido. Esta
evidencia refuerza la propuesta del veneno como un biomarcador no letal emergente y funcional
en estudios ecotoxicoldgicos, aunque se requieren mas investigaciones para estandarizar su uso e

interpretar sus implicaciones fisiotoxicoldgicas en reptiles.
Mercurio (Hg)

El mercurio mostro un patron de acumulacién comparable al del cadmio, destacando el cascabel
como el biomarcador con mayores concentraciones (1737.66 +353.29 mg/kg), diferencias que
fueron estadisticamente significativas frente al veneno (p = 0.021), la muda de piel (p = 0.014) y

el cuerpo completo (p = 0.005), segun el analisis de Kruskal-Wallis.

Se realizo el célculo para determinar el BAFA de las concentraciones de Hg en los diferentes

biomarcadores respecto a las concentraciones del metal en el suelo (Tabla 14).
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Tabla 14 Factores de bioacumulacion (BAFA) de Hg en los diferentes tejidos de C. aquilus respecto al suelo
(zona de bosque). Concentracidn interna (Cint) Y concentracion de exposicion (Cexe) se expresan en mg/Kg
(x£9).

Cascabel Veneno Muda de piel Cuerpo completo
Cinr 1737.66 +353.29 116.72+90.80 381.55 + 187.13 119.73 +5.17
(mg/Kag)
Cexp
0.05 + 0.009
(mg/Kg)
BAFA 34753.20 2334.40 7631.00 2394.60

Este patron confirma la alta afinidad del Hg por tejidos queratinizados de acumulacion progresiva,
como es el caso del cascabel, lo cual se refleja también en el valor de su BAFA (34753.20), que
indica una acumulacion 34,753 veces superior a la concentracion detectada en el suelo. En
comparacion, los valores obtenidos para la muda de piel (7631.00) y el cuerpo completo (2394.60)
sugieren una acumulacion efectiva pero menos intensa, posiblemente relacionada con la dindamica

de renovacion celular o excrecion.

El veneno también mostré6 una bioacumulacion considerable de Hg (116.72 £90.80 mg/kg en
bosque; 236.14 +105.11 mg/kg en matorral), con un BAFA de 2334.40. Estos resultados indican
una afinidad significativa del mercurio por este fluido biol6gico, posiblemente debido a su
composicién altamente proteica y a la afinidad de este metal con grupos sulfhidrilos presentes en
proteinas de secrecion. A pesar de no existir estudios previos que reporten la acumulacion de Hg
en veneno de serpientes, estos hallazgos abren una nueva linea de investigacion sobre su potencial

como biomarcador alternativo y no letal.

Cabe destacar que la prueba de Mann-Whitney confirmé que las concentraciones de Hg en todos
los biomarcadores fueron significativamente mayores que las del suelo, evidenciando un proceso
de bioacumulacion activo. En conjunto, los datos obtenidos permiten afirmar que el mercurio se
bioacumulé en todas las matrices bioldgicas analizadas, con una especial afinidad por el cascabel
y el veneno, en érdenes de magnitud superiores a 2000 y hasta 34,000 veces respecto a la

concentracion ambiental base.
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Plomo (Pb)

El Pb también mostrd un patron de acumulacion similar a los otros MIT, con concentraciones
significativamente maés altas en el cascabel (p = 0.0013). Los resultados del andlisis post hoc
indicaron que las concentraciones de Pb en el cascabel eran significativamente mas altas que en el
veneno (p = 0.021), la muda de piel (p = 0.014) y el cuerpo completo (p = 0.005), lo que coincide

con la capacidad de esta estructura para acumular MIT a largo plazo.

Se realiz6 el céalculo para determinar el BAFA de las concentraciones de Pb en los diferentes

biomarcadores respecto a las concentraciones del metal en el suelo (Tabla 15).

Tabla 15 Factores de bioacumulacion (BAFA) de Pb en los diferentes tejidos de C. aquilus respecto al suelo
(zona de bosque). Concentracidn interna (Cint) Y concentracion de exposicion (Cexp) se expresan en mg/Kg
(xxS).

Cascabel Veneno Muda de piel  Cuerpo completo
Cinr 1557.65 501.51 306.04 115.24
(mg/Kg)
Cexp
54.34 £7.25
(mg/Kg)
BAFA 28.66 9.23 5.63 2.12

Los valores de BAFA de Pb, también fueron mas altos en el cascabel (28.66) en comparacion con
el veneno (9.23) y la muda de piel (5.63), lo que sugiere que, al igual que con el Cd y el Hg, el Pb
tiene una afinidad particular por las estructuras queratinosas. Esto refuerza la hipétesis de que el
cascabel, al acumular MIT durante sucesivas ecdisis (proceso de muda o desprendimiento del
exoesqueleto o tegumento externo en animales), es un marcador especialmente efectivo para la

exposicion cronica.

Los niveles de Pb en el veneno fueron relativamente bajos en comparacion con el cascabel. El

cuerpo completo, por su parte, mostro las concentraciones mas bajas.
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3.3.2 Evaluacién de las muestras de la zona de matorral

Se analizaron un total de cinco cascabeles, cuatro muestras de veneno, dos mudas de piel y un
ejemplar completo, el cual se dividié en dos para su analisis por cuestiones de peso. Los resultados
obtenidos mediante ICP mostraron concentraciones detectables de Cd y Pb en todos los
biomarcadores analizados, mientras que Hg solo fue detectable en el veneno y en el cuerpo
completo. En el caso de los cascabeles y las mudas de piel, las concentraciones de Hg estuvieron
por debajo del limite de deteccion del equipo (Tabla 16).

Tabla 16 Concentraciones de MIT (mg/kg) en diferentes biomarcadores de C. aquilus (zona de matorral).

MIT Cascabel Veneno Muda de piel Cuerpo completo

379.56 +72.87  134.53 +£25.27 38.50 +7.33 90.23 +9.41
157.68 +29.95 131.20+21.76  63.60 +12.11 98.85 +7.63
178.42 +33.88  233.62 +31.22

e 223.31+£65.70 93.27 +18.43
163.36 + 31.32
*220.94 +82.82 *136.18 +51.43 *51.05+13.74 *93.10+4.45
N/D 429.21 +38.43 N/D 102.33 +11.82
N/D 247.16 + 20.40 N/D 82.45 +£6.22
N/D 144.82 + 19.42
Hg
N/D 203.70 £ 18.58
N/D
*N/D *236.145 + 105.11 *N/D *92.39 +10.88
410.89+32.40 521.39+21.71 31.86 +4.32 40.83 +4.55
188.22 +34.28 1747.71+120.92 94.00 £4.95 63.25 +4.83
oh 21941 +14.62 1325.22 +108.32

283.65 + 73.52 1348.69 + 112.45
224,72 + 65.83
*289.63 £98.86 *1131.60 +499.28 *62.93 +34.03 *48.30 + 11.57
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Se muestran las concentraciones promedio de cada muestra + su desviacion estandar *Promedios de
concentraciones después de un remuestreo Bootstrap de mil pasos (n = x). (N/D) Concentracion por debajo
del limite de deteccion del equipo.

Cadmio (Cd)

El anélisis de varianza de Kruskal-Wallis revel6 diferencias significativas en las concentraciones
de Cd entre los biomarcadores analizados (p = 0.0124). La prueba post-hoc de Mann-Whitney
mostro que las concentraciones de Cd en el cascabel fueron significativamente mas altas que en el
veneno (p = 0.0442), la muda de piel (p = 0.004) y el cuerpo completo (p = 0.004). La muda de

piel presento las concentraciones méas bajas de Cd en comparacién con los demas biomarcadores.

Se realizo el calculo para determinar el BAFA del Cd en los diferentes biomarcadores respecto al
suelo (Tabla 17).

Tabla 17 Factores de bioacumulacion (BAFA) de Cd en los diferentes tejidos de C. aquilus respecto al suelo
(zona de matorral). Concentracidn interna (Cint) Y concentracion de exposicion (Cexp) Se expresan en mg/Kg
(x£9).

Cascabel Veneno Muda de piel Cuerpo
completo
Cinr 777.81+264.30 330.73+221.24 183.06 + 84.20 69.26 + 4.56
(mg/Kg)
Cexp
3.45 + 2.44
(mg/Kg)
BAFA 225.45 95.86 53.06 20.08

El célculo del factor de bioacumulacion absoluta (BAFA) para Cd en cada biomarcador mostré que
el cascabel fue el tejido con mayor acumulacion, alcanzando un BAFA de 225.45 érdenes de
magnitud (Tabla 18). La prueba de Mann-Whitney confirmé que las concentraciones de Cd en los
biomarcadores fueron significativamente mayores que las registradas en el suelo de la zona de

matorral, lo que respalda la capacidad de C. aquilus para bioacumular este metal en sus tejidos
Mercurio (Hg)
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Las concentraciones de Hg en el cascabel y en las mudas de piel se encontraron por debajo del
limite de deteccion del equipo, sin embargo, el andlisis de Kruskal-Wallis encontré diferencias
significativas en las concentraciones de Hg entre los otros dos biomarcadores (veneno y cuerpo
completo: p = 0.0033). Posteriormente, la prueba de Mann-Whitney reveld que el veneno presento
concentraciones de Hg significativamente mayores que el cuerpo completo (p = 0.004337).

Se realizé el célculo para determinar el BAFA de las concentraciones de Hg en los diferentes
biomarcadores respecto a las concentraciones del metal en el suelo (Tabla 18).

Tabla 18 Factores de bioacumulacion (BAFA) de Hg en los diferentes tejidos de C. aquilus respecto al suelo
(zona de matorral). Concentracion interna (CINT) y concentracion de exposicion (CEXP) se expresan en
mg/Kg (X £ S).

Cascabel Veneno Muda de piel ~ Cuerpo completo
Cint N/D 236.145 + 105.11 N/D 92.39 +10.88
(mg/Kg)
Cexp
8.06 £ 1.58
(mg/Kg)
BAFA 0 29.29 0 11.46

Los factores de bioacumulacion BAFA de Hg en el veneno (29.29 érdenes de magnitud) y en el
cuerpo completo (11.46 6rdenes de magnitud) indican una bioacumulacion considerable de este
metal, siendo el veneno el biomarcador con mayor concentracién acumulada (Tabla 19). Las
pruebas estadisticas también sugieren que las concentraciones de Hg en el veneno y cuerpo
completo son significativamente superiores a las encontradas en el suelo, apoyando la capacidad

del cascabel de C. aquilus para acumular MIT.
Plomo (Pb)

Para el Pb, el analisis de Kruskal-Wallis demostrd diferencias significativas entre las
concentraciones de este metal en los diferentes biomarcadores (p = 0.0002). El analisis post-hoc
de Mann-Whitney revel6 que el veneno contenia las concentraciones mas altas de Pb, siendo

significativamente mayor que las encontradas en el cascabel, la muda de piel y el cuerpo completo
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(p= 0.004 para cada comparacion). Se realizo el célculo para determinar el BAFA de las
concentraciones de Pb en los diferentes biomarcadores respecto a las concentraciones del metal en
el suelo de la zona (Tabla 19).

Tabla 19 Factores de bioacumulacién (BAFA) de Pb en los diferentes tejidos de C. aquilus respecto al suelo
(zona de matorral). Concentracion interna (CINT) y concentracion de exposicion (CEXP) se expresan en
mg/Kg (X £ S).

Cascabel Veneno Muda de piel Cuerpo completo
Cint 289.63+98.86 1131.60 +499.28 62.93+34.03  48.30 +11.57
(mg/Kg)
Cexp
32.64 +5.74
(mg/Kg)
BAFA 8.87 34.66 1.92 1.47

Los BAFA de Pb evidencian bioacumulacion en los biomarcadores analizados, con el veneno
presentando el mayor BAFA (34.66 ordenes de magnitud), seguido por el cascabel (8.87 érdenes
de magnitud), mientras que la muda de piel y el cuerpo completo mostraron los BAFA mas bajos
(Tabla 19). Ademas, el analisis de Mann-Whitney indicé que las concentraciones de Pb en el
veneno y en el cascabel fueron significativamente mayores que en el suelo, mientras que las
concentraciones en la muda de piel y en el cuerpo completo no fueron significativamente distintas
del suelo. El analisis de Kruskal-Wallis y la prueba post-hoc de Mann-Whitney compararon las
concentraciones promedio de Cd, Hg y Pb en cada biomarcador. No se observaron diferencias
significativas en las concentraciones de los MIT para el cascabel, la muda de piel y el cuerpo
completo. Sin embargo, el veneno si presentd diferencias significativas entre los tres metales
analizados (p = 0.0124), siendo Pb el metal con concentraciones significativamente mas altas que
Cd y Hg (p = 0.030). Este estudio representa el primer reporte de concentraciones de MIT en
cascabel y veneno de serpientes, estructuras que, al carecer de terminaciones nerviosas, pueden

muestrearse sin causar dafio al animal. También es relevante mencionar que esta estructura esta
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conformada por segmentos huecos de queratina la cual se forma cada que las serpientes mudan de
piel (Fernandez-Badillo, 2011; Ibarra-Bautista et al., 2021).

La queratina es la proteina presente en tejidos y estructuras como la epidermis, el pelo, las ufias,
pezufas, garras, caparazones, exoesqueletos de invertebrados, plumas de aves, entre otros. Varios
trabajos ya han demostrado que las estructuras queratinosas tienden a acumular MIT, tal es el caso
de Fonseca, 2018; quien determino concentraciones de MIT en plumas de Athene cunicularia. Lo
cual corresponde con los resultados obtenidos en el presente trabajo

En el caso particular de las serpientes, se ha demostrado de que la muda de piel puede ser un
biomarcador no letal y no invasivo para estudios concernientes a la ecotoxicologia (Burger et al.,
2017; Campbell et al., 2005; Holladay, 2006; Jones y Hopkins et al., 2001). Sin embargo, estudiar
las concentraciones de metales pesados en serpientes, a través de la muda de piel, representa una
gran dificultad metodologica, principalmente porque no se tiene certeza sobre cuando se da el
proceso de muda en los animales y al ser un deshecho organico, el tiempo en el que una muda
pueda estar disponible para los investigadores se vuelve incierto, llegando a obtener un tamafio de
muestra reducido. Asi mismo, el cascabel de las serpientes es una estructura relativamente facil de
obtener y la cual no implica ningan tipo de dafio a los animales, pues este no cuenta con

terminaciones nerviosas y se recupera con cada muda.

Por otro lado, el veneno de las serpientes es un compuesto constituido por un 90% de proteina en
su peso seco (Borja et al., 2016), por lo que los MIT pueden mostrar afinidad quimica hacia este
fluido bioldgico. Los MIT presentan afinidad hacia las proteinas debido a su capacidad para formar
enlaces coordinados con los grupos funcionales de los aminoacidos presentes en las proteinas,
como los grupos sulfhidrilos, carboxilo y amino. Asi mismo, existen diversos trabajos en donde se
reportada la presencia de MIT en fluidos ricos en proteinas, tales como la leche. Sin embargo, hasta
ahora, no se habia realizado ninguna determinacion de este tipo de contaminantes en el veneno de

las serpientes.

Los BAFA determinados para cada biomarcador, demostraron un efecto de bioacumulacién de los
MIT en los tejidos de las serpientes de ambas zonas. Respecto a ello, en este trabajo se encontraron
concentraciones de MIT muy semejantes a las reportadas en trabajos anteriores respecto al cuerpo
completo (Burger et al., 2005; 2017). Sin embargo, las mudas de piel analizadas se encontraron

con concentraciones mayores a las reportadas. Aunque no se encontraron trabajos reportados para
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ninguna especie del género Crotalus, esta podria ser una variable a considerar debido a la dieta tan
variada que poseen estos animales (Mocifio-Deloya et al., 2008), la cual pueda estar potenciando
un efecto de biomagnificacién de los MIT en los organismos de estudio. Para poder determinar
esta relacion, seria necesaria una investigacion que abarque el analisis de las posibles presas de C.

aquilus de forma que se pueda determinar un factor de biomagnificacion.

A excepcidn de los cascabeles recolectados en la zona de matorral, los biomarcadores propuestos
resultaron ser marcadores de bioacumulacion efectivos, pues se detectaron en ellos concentraciones
de MIT por encima de las concentraciones detectadas en el suelo. En la mayoria de los casos de
ambas zonas de estudio, los biomarcadores propuestos exhibieron las concentraciones mas altas de
MIT en comparacion con los biomarcadores conocidos. Particularmente, en el caso del veneno,
esto puede deberse a la afinidad hacia las proteinas que caracteriza a los MIT y a la composicion
propia del veneno. Por otro lado, en el caso de los cascabeles; estas estructuras, a diferencia de la
muda de piel, son formadas por la acumulacion de ecdisis (muda) y no son desechadas, lo que
podria suponer una acumulacion progresiva de los contaminantes por cada nuevo segmento del
cascabel formado. Con base en lo anterior, podemos considerar al veneno y al cascabel como
potenciales biomarcadores novedosos, poco invasivos y no letales para estudios ecotoxicoldgicos

en serpientes.

Al ser un area poco estudiada, no se cuentan con reportes sobre los efectos esperados que las
concentraciones de MIT observadas puedan tener sobre las poblaciones de C. aquilus, por lo que
se aplicara una evaluacién del dafio genotoxico medido a través de la frecuencia de micronucleos

en sangre periférica, en serpientes en condiciones de exposicion.
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4. Conclusiones del capitulo

1. Crotalus aquilus demuestra una capacidad significativa de bioacumular metales de interes
toxicolégico (MIT) en los tejidos y fluidos evaluados, con una variacion en los niveles de
acumulacién de acuerdo con el biomarcador analizado y la zona de hébitat, destacando el uso del
cascabel y el veneno como biomarcadores de exposicién no letales y prometedores para el

monitoreo ambiental.

2. Las concentraciones de cadmio (Cd) y plomo (Pb) fueron detectables en todos los biomarcadores
analizados en ambas zonas de estudio (bosque y matorral). En contraste, el mercurio (Hg) solo se
detect6 en el veneno y en el cuerpo completo de los ejemplares provenientes de la zona de matorral,
lo cual sugiere una baja afinidad de este metal por el cascabel y la muda de piel en las condiciones

evaluadas.

3. En la zona de matorral, el cascabel presento la mayor bioacumulacion de cadmio (Cd) entre los
biomarcadores analizados, con un BAFA de 225.45. Le siguio el veneno, que mostro los valores
mas altos de bioacumulacién para mercurio (Hg) y plomo (Pb), lo que sugiere una elevada afinidad
del veneno por estos metales inorganicos traza (MIT). En contraste, en la zona de bosque, el veneno
registré las mayores concentraciones de Pb, lo que indica una posible variacion en la acumulacion

de metales en funcion del entorno.

4. Los analisis estadisticos indicaron diferencias significativas en las concentraciones de Cd y Pb
entre los distintos biomarcadores, especialmente entre el cascabel, el veneno y la muda de piel, lo
que sugiere que cada biomarcador refleja un patron de acumulacién especifico de MIT,

probablemente influenciado por las caracteristicas estructurales de cada tejido.

5. Los BAFA calculados para Cd, Hg y Pb en cascabel, veneno y en menor medida en la muda de
piel y el cuerpo completo, respaldan la utilidad de estos biomarcadores para evaluar la exposicién
a metales en poblaciones de serpientes. La alta bioacumulacion de Pb y Cd en el veneno y el
cascabel respalda su validez como indicadores no letales y de bajo impacto en la salud del

organismo.

6. La variacion en los niveles de MIT entre biomarcadores y zonas sugiere que factores
ambientales, como las diferencias en la calidad del suelo y las fuentes de alimento, podrian estar
influyendo en la bioacumulacién de estos metales en C. aquilus, especialmente en entornos donde
se sospechan fuentes de contaminacion antropogénica.
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7. La evidencia obtenida sobre la peligrosidad ambiental de los metales inorganicos traza (MIT),
su capacidad de causar dafio y sus respectivos factores de bioacumulacién absoluta, respalda la
necesidad de evaluar su potencial genotoxico en Crotalus aquilus. Esta evaluacién complementaria
el andlisis ecotoxicoldgico mediante biomarcadores de dafio en individuos expuestos, lo que
permitiria una comprensién méas profunda de los efectos subletales de estos contaminantes en
poblaciones de serpientes y contribuiria al disefio de estrategias de conservacién en ambientes
impactados.
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CAPITULO IV: EVALUACION DEL DANO GENOTOXICO EN Crotalus aquilus

1. Introduccion

Como se ha mencionado anteriormente, pese a la gran importancia ecoldgica que tienen las
serpientes, continlan siendo escasos los estudios ecotoxicolégicos en este grupo en particular
(Egea-Serrano y Ortiz-Santaliestra, 2013; Ibarra-Bautista et al., 2021). Los estudios revisados para
esta investigacion han demostrado que la mayoria se enfocan en la bioacumulacion, dejando menos
explorados los efectos cuantitativos de los contaminantes en individuos o poblaciones completas
(Campbell y Campbell, 2002). Esta carencia es critica, ya que varios metales de interés
toxicologico (MIT) pueden inducir dafios en el material genético. Gardner y Oberddrster (2006)
enfatizan la importancia de evaluar los efectos genotoxicos de los MIT en reptiles, tanto terrestres
como acuaticos, ya que, si bien estos efectos genotdxicos han sido ampliamente estudiados en
humanos y otros vertebrados como aves, peces y ratones, los estudios en reptiles siguen siendo

limitados.

Los efectos genotoxicos de los MIT abarcan mecanismos como la interferencia con la reparacion
del DNA, la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), la inhibicion de la metilacion del
DNA 'y la interaccion con grupos sulfhidrilo (-SH) (Gardner y Oberdérster, 2006). Por ejemplo, el
cadmio (Cd) puede inhibir la actividad de enzimas claves en la reparacion del DNA, como la
exonucleasa de reparacion por escision de nucleétidos, bloqueando sus sitios activos e impidiendo
la capacidad de estas enzimas para reconocer y eliminar el dafio en el DNA (Odetti et al., 2024).
Tanto el Cd como el mercurio (Hg) pueden estimular la produccion de ROS al interactuar con
biomoléculas y el metabolismo celular, lo que dafia el DNA, oxidando bases nitrogenadas y
afectando la estructura de la doble hélice. Los MIT también pueden inhibir las enzimas
antioxidantes, provocando un aumento del estrés oxidativo y, en consecuencia, mayor dafio en el
DNA (Calao y Marrugo, 2015).

Ademas, el Hg tiene una alta afinidad por los grupos -SH presentes en proteinas y enzimas criticas
para la replicacion y reparacion del material genético, formando enlaces covalentes que afectan su
estructura y funcion, como la inhibicion de la DNA polimerasa, necesaria para la replicacion (Calao
y Marrugo, 2015). También puede interactuar directamente con el DNA, alterando su estabilidad

estructural y afectando procesos de replicacion y reparacién, lo que incrementa la probabilidad de
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mutaciones y dafios genéticos. Por su parte, el plomo (Pb) puede intercalarse entre las bases del
DNA, distorsionando su estructura y afectando funciones criticas. Este MIT también puede unirse
a enzimas de reparacion como la DNA polimerasa y la topoisomerasa, bloqueando su actividad y
dificultando la capacidad celular para reconocer y reparar dafios (Calao y Marrugo, 2015).

La interpretacion de la morfologia de células sanguineas, en particular de los eritrocitos, se ha
convertido en un valioso bioindicador de dafio no letal de genotoxicidad inducida por
contaminantes ambientales. En los Gltimos afios, se ha empleado el analisis de cambios en los
nacleos de eritrocitos para evaluar efectos genotdxicos de distintos compuestos, incluyendo MIT
(Gardner y Oberdorster, 2006). Otra técnica especifica utilizada es el ensayo de micronicleos en
sangre periférica utilizada como biomarcador de dafio en un amplio nimero de biomodelos, que
detecta estructuras nucleares adicionales formadas durante la division celular debido a la rotura
cromosomicas (efecto clastogénico) o por problemas en la segregacion (efecto aneugénico). Estos
micronucleos contienen fragmentos de cromosomas o0 cromosomas completos que no se
incorporaron correctamente en las células hijas, alterando la informacion genética de las células

resultantes (Gardner y Oberdorster, 2006).

El ensayo de micronucleos se realiza observando eritrocitos tefiidos para identificar micronucleos,
que son evidencia de dafio genético (Dacie et al., 1984). Esta técnica se ha aplicado en peces, aves
y mamiferos, pero es poco comun en estudios con anfibios y reptiles. Pese a esto, algunos trabajos
han evaluado la frecuencia de micronucleos (fMN) en reptiles, particularmente en caimanes,
tortugas y algunas especies de serpientes (Hayretdag et al., 2014; Hernandez-Guzman et al., 2015;
Lopez-Gonzalez et al., 2017; Poletta, 2011; Strunjak-Perovic et al., 2010; Shaumburg et al., 2012,
2014; Zapata et al., 2016; Zuhiga-Gonzalez et al., 2000, 2001).

La formacién de micronucleos ocurre debido a factores endégenos y exdgenos que comprometen
la integridad del DNA (Odetti et al., 2024). De manera enddgena, pueden generarse errores durante
la replicacion del DNA, recombinacion no homdloga o roturas cromosémicas mal reparadas, lo
que justifica su aparicion espontanea en condiciones de control. Durante la mitosis, los dafios en el
DNA, causados por radicales libres o mutadgenos enddgenos, pueden producir fragmentos de
cromosomas que no se integran en los nucleos de células hijas, formando microntcleos (Calao y
Marrugo, 2015).
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Los contaminantes ambientales como los MIT representan fuentes de estrés oxidativo y por lo tanto
un potencial dafio genotdxico, que puede verse reflejando con la frecuencia de microndcleos (Calao
y Marrugo, 2015). Estos agentes actlan directamente sobre el DNA, causando roturas,
modificaciones en bases nitrogenadas o interfiriendo con los mecanismos de reparacion,

exacerbando los efectos genotdxicos (Calao y Marrugo, 2015).

Actualmente, existe actualmente un creciente interés por estudiar la ecotoxicologia en reptiles, dada
su fisiologia y ecologia, que los convierte en indicadores valiosos de la contaminacién ambiental
(Quirdz-Herrera y Palacio-Baena, 2017). Sin embargo, la informacion sobre los efectos
genotdxicos en poblaciones silvestres de reptiles es aun limitada a escasa (Torres-Bugarin y Arias-
Ruiz, 2023). A pesar de esta limitacion, estudios recientes han descrito la fMN en serpientes y otros
reptiles en condiciones silvestres y de cautiverio, con resultados prometedores que sugieren la

utilidad del ensayo de micronucleos como bioindicador de dafio genotoxico.

El presente capitulo se centra en la evaluacion de la frecuencia de micronucleos (fMN) en sangre
periférica de Crotalus aquilus como biomarcador de dafio genotdxico, en el contexto de exposicion
ambiental a cromo (Cr), mercurio (Hg) y plomo (Pb). Esta aproximacion permitird valorar el
potencial de la especie como bioindicador util en estudios ecotoxicoldgicos, particularmente en

ambientes contaminados con metales pesados.
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2. Material y método
2.1 Recolecta de las muestras sanguineas

Se evalud la sangre de ejemplares silvestres en condiciones de exposicion de la zona de bosque y
de la zona de matorral, las muestras sanguineas fueron obtenidas de los ejemplares que se
encontraron a finales del periodo de recolecta febrero-agosto 2022 y en el periodo de recolecta
febrero-agosto 2023. La extraccién de sangre se realizd poco después de la captura de los
ejemplares y mientras estos permanecian entubados. La sangre fue extraida de la vena caudal
(Figura. 37) y se recuperd mediante la utilizacion de tubos capilares heparinizados, posteriormente
se realiz6 un frotis en un porta objetos, se dejaron secar a temperatura ambiental por 15 min y

después fueron trasladados al laboratorio.

Para el control, se extrajo sangre periférica de dos ejemplares de Crotalus aquilus en condiciones
de cautiverio, depositados en el Herpetario Xplora-Reptilia, que cumpliera con requisitos de ser

adulto sano y no haber estado expuesto a algun estresor ambiental en al menos 6 meses.

Figura 37 Esquema para la obtencién de sangre periférica de serpientes (Varela, 2002).
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2.3 Preparacion de la muestra

Se realizaron preparaciones de sangre periférica de C. aquilus por triplicado en portaobjetos
limpios por cada uno de los ejemplares muestreados.

Las muestras de sangre obtenidas se depositaron en portaobjetos previamente marcados con el
registro de los ejemplares, haciendo uso de la técnica de frotis, posteriormente, las muestras se
dejaron secar a temperatura ambiente durante 10 minutos (Figura. 38) (Dacie et al., 1984;
Hayretdag et al., 2014).

Figura 38 Muestra de sangre periférica de C. aquilus en frotis sobre portaobjetos.

Consecutivamente al secado, las muestras fueron cubiertas con etanol al 100% durante 15 minutos
para su fijado. Terminado el proceso de fijacion, las muestras fueron sumergidas en cubetillas de
tincion con colorante de Giemsa durante 20 minutos (Figura. 39) (Dacie et al., 1984; Hayretdag et
al., 2014).
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Figura 39 Muestra de sangre periférica de C. aquilus en tincion con colorante Giemsa.

Una vez concluido el tiempo de tincion, las muestras fueron retiradas de las cubetillas y se
enjuagaron con agua destilada para, posteriormente, se dejaron secar a temperatura ambiente, sin
cubreobjetos, durante una hora (Figura. 40), segun el método descrito por Dacie et al. (1984) y

Hayretdag et al. (2014).

Figura 40 Preparaciones de sangre periférica de C. aquilus.
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2.4 Observacion al microscopio

Para determinar la frecuencia espontanea de microntcleos (fMN), se cuantificaron un total de 2000
eritrocitos de cada portaobjetos, y como se realizé por triplicado, se obtuvo un conteo total de 6000
eritrocitos por cada serpiente analizada. Estas preparaciones fueron observadas en microscopio
dptico con un aumento de 60x y 100x. La fMN, expresada como porcentaje (%) se obtuvo mediante

la siguiente ecuacion (Hayretdag et al., 2014):
fMN = NMN/NC x 100
Donde:
fMN = Frecuencia espontanea de micronucleos
NMN = Promedio del nimero de micronucleos observados
NC = Numero de células contabilizadas (2000 células por portaobjetos, por triplicado)

Los microndcleos se determinaron con base en los criterios establecidos por Gardner y Oberdorster
(2006) y Odetti et al., 2024quienes mencionan gque un micronucleo se identifica como un cuerpo
citoplasmatico de naturaleza nuclear, el cual posee un tamafio proporcional a menos de un tercio
del ndcleo celular, de forma redondeada; con presencia de cromatina, identificable al tefiir con
colorante Giemsa; con una ubicacion bien definida, es decir que no presente uniones al nicleo ni a

la membrana celular y que, ademas, no presente nucleolos.
2.5 Anélisis estadistico

Se aplico la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk a los datos de fMN correspondientes a cada
grupo (bosque, matorral y control), con base en la naturaleza de los datos, se utilizo la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis para evaluar diferencias entre los tres grupos y la prueba de Mann-
Whitney U para realizar comparaciones por pares (Hayretdag et al., 2014; Strunjak-Perovic et al.,
2010).

Estas pruebas estadisticas se seleccionaron por su robustez frente a distribuciones no normales y
su amplio uso en estudios de biomarcadores genotoxicos en organismos silvestres, especialmente
en condiciones ambientales variables (Fenech, 2000; OECD, 2016).
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3. Resultados y discusion
3.1 Obtencion de muestras y observacion al microscopio

Se obtuvieron muestras de sangre de los ejemplares identificados como PECA 009, PECA 013y
el control (Figura. 41).

Figura 41 a) Inmovilizacién para la toma de muestra. b) Toma de muestra de sangre periférica mediante la

vena caudal.

Tras el analisis en microscopio de las muestras sanguineas se observaron eritrocitos nucleados de
la sangre periférica de los ejemplares de C. aquilus. Existen pocos trabajos en donde se refiera a la
aplicacion de la técnica de micronicleos de sangre periférica en reptiles, sin embargo, los estudios
consultados para esta investigacion, describen de manera detallada las caracteristicas de las células
de este grupo de animales, asi como las fMN obtenidas para evaluaciones de genotoxicidad. La
forma y tamafio de las células fueron acordes a lo reportado anteriormente por Hayretdag et al.
(2014), Odetti et al. (2024), y Strunjak-Perovic et al. (2010) referente a células sanguineas sanas
de diferente grupo de reptiles.
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De igual manera, se logré determinar la presencia de micronucleos en cada uno de los portaobjetos
replicados y analizados, tanto de las muestras obtenidas de los ejemplares en condiciones de
exposicion, de las zonas de bosque y matorral (Figura. 42 y 43), como de la muestra obtenida del

ejemplar control (Figura. 44).

20pm

Figura 42 Eritrocitos de sangre periférica del ejemplar PECA 009 (zona de bosque), observacion en

microscopio optico a 60 X, se sefialan los microndcleos.

20pm

| A b
Figura 43 Eritrocitos de sangre periférica del ejemplar PECA 013 (zona de matorral), observacién en

microscopio optico a 60 X, se sefialan los microndcleos.
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Figura 44 Eritrocitos de sangre periférica del ejemplar control, observacion en microscopio éptico a 60 X,

se sefialan los microndcleos.

3.2 Analisis estadistico.

Para evaluar el dafio genotdxico en Crotalus aquilus expuesto a metales pesados (Cr, Hg y Pb), se
analizo la frecuencia de micronudcleos (fMN) en sangre periférica. Los ejemplares provenientes de
ambientes contaminados (bosque y matorral) presentaron valores de fMN mas elevados en
comparacion con los individuos del grupo control. La prueba de normalidad de Shapiro-Wilk
indico que los datos no seguian una distribucion normal (p > 0.05). La prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis mostré diferencias estadisticamente significativas en las frecuencias de
microndcleos entre los grupos analizados. Posteriormente, la prueba de Mann-Whitney mostré que
las fMN observadas en los ejemplares del grupo control fueron significativamente menores en
comparacion con las de los individuos silvestres (p = 0.0072), asi mismo, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre las fMN de los ejemplares procedentes de las zonas

de bosque y matorral.
3.3 Evaluacién de la genotoxicidad

A continuacion, en la Tabla 20, se presentan el analisis de genotoxicidad a través de la frecuencia
espontanea e inducida de micronucleos (fMN) de sangre periférica de C. aquilus. En donde se

observa que la presencia de micronucleos en las muestras de serpientes en ambas zonas de estudio
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y en el grupo control, ademas de que hay diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos, siendo mayor en la zona de bosque que en la de matorral, evidenciando la presencia de
factores ambientales a los que estan expuestos estos organismos a lo largo de su vida y que tiene

un potencial genotdxico en esta especie.

Tabla 20 Frecuencia de micronucleos (fMN) en C. aquilus, en ambas zonas de estudio (bosque y matorral)

de la Comarca minera, Hidalgo y el control negativo.

. ] - No. de micronucleos
Preparaciones  No. De células contabilizadas

Bosque Matorral Control (-)
pl 2000 44 22 7
p2 2000 37 28 5
p3 2000 40 31 4
X *40.33+351  *27.00+4.58 5.33+1.52
fMN 2.01 1.35 0.26

(*) valores significativamente mayores al control (»p = 0.0072), X promedio del nimero de micronucleos

observados por muestra + su deviacion estandar, (fMN) frecuencia espontanea de micronuicleos (%).

La fMN obtenida para el ejemplar control (0.25%) (Tabla 19), fue muy similar a lo reportado
anteriormente por Hayretdag et al. (2014), quienes analizaron tres diferentes especies de serpientes
de la familia Natricidae (Coronella austriaca, Dolichophis schmidti y Natrix tessellata) en estado
silvestre y sin alguna condicién de exposicion, obteniendo las siguientes fMN: 0.25 +0.09, 0.13 +
0.07 y 0.30 £ 0.08 respectivamente para cada especie analizada. De igual forma, las fMN obtenidas
en otros grupos de reptiles (como los caimanes y las tortugas) en estado silvestre y sin exposiciones
significativas, son semejantes a las obtenidas en C. aquilus en estado de cautiverio. Por ejemplo,

Castafio et al. (2020) reportan las fMN de la tortuga Phrynops hilarii con una media de 0.17 = 0.07.

Para el caso del analisis de genotoxicidad de los ejemplares en condiciones de exposicion, estos
mostraron fMN mas altas que las observadas en el control. Se aplicd un test de normalidad de
Shapiro-Wilks a los resultados de cada muestra analizada, el mismo determin6d que los datos
obtenidos para bosque, matorral y el control no siguen una distribuciéon normal (p = 0.8428, p =
6369, p = 6369 respectivamente). Posteriormente, se aplico una prueba de varianza de Kruskal-

Wallis, la cual demostré diferencias significativas en las diferentes fMN obtenidas. Tras la
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aplicacion de una prueba de Mann-Whitney, se demostr6 que las fMN del control son
significativamente menores a las obtenidas en las serpientes de estado silvestre (p = 0.0072). La
misma prueba revelo que no existen diferencias significativas entre las fMN obtenidas de los

ejemplares de las zonas de bosque y matorral.

Estas fMN observadas en los ejemplares en condiciones de exposicion son semejantes a lo
reportado anteriormente en diferentes reptiles evaluados en condiciones de exposicion a
contaminantes, dentro de los que destacan agroquimicos y MIT. Ante estos resultados, varios
autores destacan que el aumento en la fMN observados, podria estar fuertemente asociado a las
actividades antropocéntricas que supeditan la liberacion de contaminantes (Castafio et al., 2020;

Lépez-Gonzalez et al., 2017; Strunjak-Perovic et al., 2010).

Si bien, las fMN se han utilizado para la evaluacion de la genotoxicidad en diferentes taxones
animales y vegetales, hace falta un estudio de mayor profundidad que considere diferentes
marcadores de dafio genotdxico, como podrian ser diferentes aberraciones celulares consideradas
en otros estudios, que sean igualmente féciles de evaluar y que no requieran muestras invasivas o
letales para los animales. De esta forma, la evaluacion genotoxica podria robustecerse sin necesidad

de la aplicacién de metodologias agresivas para los taxones estudiados.
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4. Conclusiones del capitulo

1. La evaluacion genotoxica realizada en ejemplares de (Crotalus aquilus) expuestos a condiciones
naturales mostré un incremento significativo en la frecuencia de micronicleos (fMN) en
comparacion con los individuos mantenidos en cautiverio (grupo control). Estos resultados
sugieren una exposicion a agentes genotoxicos en el ambiente, siendo mas pronunciada en la zona

de bosque que en la de matorral.

2. Los resultados indican que los metales de interés toxicolégico (MIT) presentes en ambas zonas
podrian estar afectando negativamente la salud de las poblaciones de C. aquilus, incluso cuando
sus concentraciones se encuentran por debajo de los limites permisibles establecidos por la NOM-
147-SEMARNAT-SSA1-2004. Esta situacion puede explicarse por la persistencia,
biodisponibilidad y bioacumulacion de los MIT, asi como por las caracteristicas alimenticias y

etologicas propias de la especie.

3. Aunque la frecuencia de micronucleos fue mayor en las zonas de bosque y matorral respecto al
control, no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre ambas zonas, lo que
podria atribuirse al tamafio reducido de la muestra y a posibles diferencias en las condiciones

ambientales entre sitios.

4. La prueba de micronucleos en sangre periférica resultd ser un método eficaz, no letal y poco
invasivo para la evaluacion de la genotoxicidad inducida por MIT en C. aquilus. No obstante, es
fundamental que los investigadores cuenten con experiencia en la obtencion de muestras de sangre
para evitar comprometer la salud de los ejemplares, recomendando limitar a dos intentos el proceso

de extraccion en un dia.

5. El tamafio de muestra limitado implica incertidumbre en la interpretacion de los resultados,
especialmente en la comparacién entre zonas. Futuros estudios deben ampliar el namero de

ejemplares para obtener resultados mas robustos y representativos de las poblaciones estudiadas.

6. Se destaca la necesidad de complementar la evaluacidén genotdxica con otros biomarcadores de
dafio celular, como aberraciones cromosémicas o dafio al ADN, para lograr una caracterizacion
mas integral del impacto de los MIT en serpientes. Asimismo, se enfatiza la importancia de seguir
desarrollando métodos no letales que garanticen la conservacion de las especies sin comprometer

su bienestar.
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DISCUSION GENERAL

El presente estudio representa la primera evaluacion ecotoxicoldgica en serpientes de montafa,
especificamente en Crotalus aquilus, consoliddndose como una contribucién pionera al
conocimiento sobre los efectos de los metales de interés toxicologico (MIT) en reptiles del género
Crotalus. Las caracteristicas ecoldgicas, fisiologicas y tréficas de las serpientes las convierten en
excelentes organismos centinela, especialmente por su rol como depredadores de segundo y tercer
grado y su capacidad para acumular contaminantes a lo largo de su vida, lo que permite detectar
procesos de biomagnificacion en los ecosistemas que habitan (Hopkins et al., 2001; Grillitsch y
Schiesari, 2010; Schneider et al., 2013). EIl caracter no letal de los biomarcadores utilizados vy el
enfoque integral de este trabajo refuerzan su potencial metodolégico para evaluar el riesgo

ecologico y sanitario en zonas contaminadas.

Los resultados del primer capitulo revelaron la presencia de cadmio (Cd), plomo (Pb) y mercurio
(Hg) en el suelo de la zona de estudio, incluso cuando las concentraciones estuvieron por debajo
de los limites permisibles establecidos por la normatividad. Esta aparente baja concentracion no
implica ausencia de riesgo, ya que los MIT pueden ser biodisponibles dependiendo de mdultiples
factores como el pH, contenido de materia organica, textura del suelo, y sobre todo el contexto
geohistorico y de uso de suelo del sitio. La zona evaluada pertenece a la Comarca Minera de
Hidalgo, con un antecedente importante de actividad minera histdrica. Diversos estudios han
sefialado que los suelos de regiones con actividad minera antigua pueden actuar como reservorios
de metales pesados que permanecen activos durante décadas (Boening, 2000; Grillitsch y Schiesari,
2010). Asimismo, la presencia de cultivos adyacentes con posible uso de agroquimicos como
fertilizantes fosfatados y pesticidas, también se plantea como una fuente relevante de metales como
Cdy Pb (Grillitsch y Schiesari, 2010). Estas fuentes combinadas justifican la evaluacion del riesgo
ecologico, ya que los MIT, ain en concentraciones bajas, pueden generar efectos acumulativos y
subletales en la biota expuesta (ATSDR, 2005; Newman, 2015). En este contexto, los resultados
obtenidos justificaron plenamente la necesidad de continuar con una evaluacion enfocada en la

exposicion bioldgica y sus efectos.

En la evaluacién de la vulnerabilidad y exposicion de Crotalus aquilus, se destaca como uno de
los principales aportes de este trabajo la generacion de informacion ecoldgica'y morfolégica inédita
para la especie. Dado que la literatura disponible es escasa, se realiz6 una revision documental

exhaustiva para establecer parametros claves como dieta, habitat, comportamiento y estrategias
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reproductivas. Esta informacion permitié aplicar con rigor metodoldgico indicadores como el
indice de Vulnerabilidad y el Riesgo de Exposicion, los cuales dependen directamente de las
caracteristicas especificas del organismo (Grillitsch y Schiesari, 2010; Hopkins, 2000). Por
ejemplo, el comportamiento sedentario, la fidelidad al habitat y la ectotermia hacen de las
serpientes organismos particularmente susceptibles a la bioacumulacién de contaminantes, ya que
presentan una baja tasa de eliminacién y una alta eficiencia de conversion tisular (Hopkins, 2006;
Hsu et al., 2006). Adicionalmente, su dieta generalista y su rol tr6fico alto las expone a
contaminantes acumulados en sus presas, favoreciendo el fendmeno de biomagnificacion
(Campbell y Campbell, 2001). La evidencia compilada hasta este punto justifica el analisis de los
biomarcadores no letales, como herramienta esencial para verificar la bioacumulacién real en los

tejidos expuestos.

La bioacumulacion de MIT en tejidos de C. aquilus fue evaluada mediante tres biomarcadores no
letales: muda de piel, cascabel y veneno. La comparacion entre estas matrices mostré diferencias
significativas en la acumulacion de metales. De manera general, el cascabel registrd las
concentraciones mas altas, posiblemente debido a su crecimiento segmentado y continuo que
conserva tejido queratinoso de mudas previas, funcionando como un reservorio acumulativo
natural (Fonseca, 2018; Jones y Holladay, 2006). Esta caracteristica es especialmente valiosa, ya
que permite evaluar la exposicion histdrica del organismo sin necesidad de métodos invasivos. El
veneno presentd niveles significativamente mas altos de MIT (particularmente de Hg y Cd) en
comparacion con la muda de piel y el cuerpo completo, lo cual es relevante dado que el veneno
esta compuesto en su mayoria por proteinas con alta afinidad por estos metales (Borja et al., 2016).
Aunque se han documentado niveles de Hg en tejidos de serpientes en otras especies (Nerodia
sipedon y Agkistrodon piscivorus), el uso del veneno como biomarcador habia sido escasamente
explorado. Estudios recientes han comenzado a utilizar matrices no letales como la piel y la sangre
para evaluar contaminantes, demostrando su utilidad tanto en serpientes acuaticas como terrestres
(Burger et al., 2005; Drewett et al., 2013). Los resultados no solo se alinean con esta tendencia,
sino que amplian el conocimiento al introducir nuevas estructuras como el cascabel en el repertorio
de biomarcadores. Esta innovacién metodoldgica tiene implicaciones clave para el monitoreo

ambiental en especies protegidas o dificiles de estudiar.

Finalmente, la evaluacién de dafio genotoxico mediante la prueba de micronicleos en sangre

periférica demostr6 que las serpientes expuestas a MIT presentaron una frecuencia
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significativamente mayor de micronucleos que el grupo control. Este hallazgo confirma que la
exposicion a MIT puede inducir efectos subletales a nivel celular, aun cuando las concentraciones
ambientales no excedan los limites normativos. La prueba de micronucleos ha sido ampliamente
utilizada en organismos acuaticos, mamiferos y aves, pero su aplicacion en reptiles es todavia
incipiente (Fonseca, 2018). Algunos trabajos han documentado la ruptura de cadenas de ADN en
serpientes expuestas a metales pesados, como el realizado por Murray et al. (2010) en Nerodia
taxispilota, lo que coincide con nuestros resultados y sugiere que el dafio genético inducido puede
ser una manifestacion de estrés oxidativo cronico. Dado que los efectos genotdxicos pueden
comprometer la reproduccion y la viabilidad poblacional a largo plazo, estos hallazgos subrayan la
importancia de incluir este tipo de biomarcadores en los estudios ecotoxicoldgicos en reptiles.

En conjunto, este trabajo confirma el valor de Crotalus aquilus como una especie centinela de
contaminacion ambiental, gracias a su biologia especializada, comportamiento sedentario,
longevidad, y posicion trofica elevada. Los resultados obtenidos validan el uso de biomarcadores
no letales como el cascabel y el veneno, lo cual representa un avance técnico que puede ser
replicado en otras especies de serpientes. Asimismo, la deteccion de efectos genotoxicos respalda
la necesidad de una vigilancia ambiental constante, incluso en zonas donde los niveles de
contaminantes no exceden los limites regulatorios. Este estudio sienta las bases para futuras
investigaciones sobre los efectos subletales de los contaminantes en reptiles, la interaccion entre
factores ecoldgicos y exposicion a metales, y la estandarizacion de metodologias en herpetofauna,
un grupo tradicionalmente marginado en la evaluacion de riesgo ecoldgico. A largo plazo, se
recomienda ampliar el tamafio muestral y explorar con mayor profundidad la capacidad
bioacumulativa del cascabel, asi como evaluar posibles efectos fisiologicos e inmunoldgicos que

podrian comprometer la salud individual y la resiliencia poblacional de las serpientes.
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CONCLUSIONES FINALES

1. Las muestras de suelo recolectadas en la Comarca Minera de Hidalgo revelaron la presencia de
Cd, Pb y Hg en ambas zonas de estudio, aunque en concentraciones por debajo de los limites
establecidos por la NOM-147-SEMARNAT-SSA1-2004. A pesar de ello, el analisis del cociente
de peligro ambiental (CP), el riesgo ecoldgico potencial (Er) y el indice de riesgo acumulado (ERI)
evidencio que el plomo (Pb) fue el metal con mayor persistencia relativa y mayor contribucion al
riesgo ecoldgico. Las propiedades fisicoquimicas del suelo (pH ligeramente &cido, textura franca
y materia orgénica intermedia) favorecen una movilidad y biodisponibilidad media para los tres
MIT, lo que justifica la necesidad de evaluar su impacto en la biota expuesta, particularmente en

especies de habitos terrestres como Crotalus aquilus.

2. El anélisis de vulnerabilidad y exposicion estimo un alto riesgo ecotoxicologico para C. aquilus,
resultado de su limitada vagilidad, longevidad y dieta basada en multiples especies potencialmente
contaminadas. La construccion de indicadores integrados como PEC, PNEC, RE y HI demostro
que el cadmio (Cd) fue el metal con mayor riesgo ecotoxicoldgico potencial para la especie. La
recopilacion y analisis de datos ecologicos y morfologicos de la especie, clave para realizar estos
calculos, también contribuye al conocimiento ecoldgico de las serpientes de cascabel de montafia,
un grupo histéricamente poco estudiado. Estos resultados justifican la evaluacion posterior del

impacto de los MIT a nivel tisular mediante biomarcadores de exposicion.

3. Se confirmd la presencia de Cd, Pb y Hg en los biomarcadores analizados (cascabel, veneno,
muda de piel y cuerpo completo), siendo el cascabel el tejido con mayores concentraciones de los
tres MIT, particularmente de HO067. El analisis estadistico revelo diferencias significativas entre
los biomarcadores, mostrando al cascabel como un marcador acumulativo a largo plazo, dada su
estructura queratinizada segmentada, mientras que el veneno, altamente proteico, reflejo una
afinidad marcada por Cd y Pb. Estos resultados validan el uso del cascabel y el veneno como
biomarcadores no letales, sensibles y eficaces para detectar bioacumulacion, incluso cuando las

concentraciones en suelo no rebasan los limites normativos.

4. La frecuencia espontanea de micronucleos (fMN) en sangre periférica de C. aquilus fue
significativamente mayor en ejemplares silvestres expuestos a MIT en comparacion con el grupo
control en cautiverio. Las zonas de bosque y matorral presentaron niveles elevados de fMN (2.01%

y 1.35% respectivamente), en contraste con el 0.26% del control, lo que indica un efecto genotéxico
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atribuible a la exposicion ambiental cronica. Estos hallazgos demuestran la sensibilidad de C.
aquilus al dafio genético inducido por contaminantes ambientales, posicionando a esta especie

como un modelo valioso para el monitoreo ecotoxicoldgico de ecosistemas impactados.

5. Crotalus aquilus es un organismo bioindicador valioso. Este estudio establece una linea base
para futuras investigaciones ecotoxicoldgicas en reptiles y refuerza la importancia de métodos no

letales en contextos de conservacion.
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ANEXOS
1. Curvas de calibracién para las muestras de bosque

Se realizaron las curvas de calibracion para cada metal a determinar en las muestras bioldgicas. A

continuacion, se muestran los gréaficos correspondientes.

Tabla 21 Curva de calibracién para Cd con cinco puntos a partir de una concentracion de 1.5 mg/L

Muestra Concentracion Intensidad
Blanco 0.00 216.0 £ 0.88
Estandar 1 0.70 6794.5 + 32.88
Estandar 2 0.90 8813.8 + 71.79
Estandar 3 1.10 10636.4 + 120.16
Estandar 4 1.30 12357.9 £ 56.36
Estandar 5 1.50 14257.6 +179.10

18000.0
16000.0 y= 9:6igx9; 92;32.72 T
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10000.0 T l
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Figura 45 Curva de calibracién para Cd.
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Tabla 22 Curva de calibracion para Hg con cinco puntos a partir de una concentracién de 1.5 mg/L

INTENSIDAD

8000

7000

6000

5000

4000

3000

2000

1000

-1000

-2000

o

Muestra Concentracion Intensidad
Blanco 0.00 30.2 £ 0.54
Estandar 1 0.70 2729.5 + 40.08
Estandar 2 0.90 3543.5 + 32.96
Estandar 3 1.10 4301.3 + 28.87
Estandar 4 1.30 5062.2 + 71.06
Estandar 5 1.50 5868.0 + 55.58

0.20 0.40

y = 3886.8x + 26.192

R?=0.9999

0.60

1.00 1.20

CONCENTRACION

Figura 46 Curva de calibracion para Hg.
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Tabla 23 Curva de calibracion para Pb con cinco puntos a partir de una concentracién de 1.00 mg/L.

INTENSIDAD

Muestra Concentracion Intensidad
Blanco 0.00 43.0 £0.29
Estandar 1 0.70 2043.0 +4.33
Estandar 2 0.90 2629.1 + 26.24
Estandar 3 1.10 3193.7 £57.99
Estandar 4 1.30 3662.3 + 45.80
Estandar 5 1.50 4031.0 £ 29.33

5000.0

4000.0

3000.0

2000.0

1000.0

y=2708.8x + 117.26
R?=0.9957

CONCENTRACION

Figura 47 Curva de calibracion para Pb.
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2. Curvas de calibracion para las muestras de matorral

Se realizaron las curvas de calibracion para cada metal a determinar en las muestras biologicas. A

continuacion, se muestran los gréaficos correspondientes.

Tabla 24 Curva de calibracion para Cd con cinco puntos a partir de una concentracion de 1.3 mg/L.

Muestra Concentraciéon Intensidad

Blanco 0.00 204.1 £ 0.66
Estandar 1 0.70 4312.0 + 20.83
Estandar 2 0.90 5358.6 + 46.78
Estandar 3 1.10 6527.9 £ 70.55
Estandar 4 1.30 7463.1 +72.25

10000

y =5631.3x+268.1
8000 R?=0.9989 T

6000 T l

4000
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Figura 48 Curva de calibracion para Cd.
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Tabla 25 Curva de calibracidn para Hg con cinco puntos a partir de una concentracién de 1.3 mg/L.

INTENSIDAD

10000

8000

6000

4000

2000

-2000

T

Muestra Concentracion Intensidad
Blanco 0.00 0.00 = 0.00
Estandar 1 0.70 1850.1 + 22.27
Estandar 2 0.90 2318.7 + 25.82
Estandar 3 1.10 2921.7 + 21.68
Estandar 4 1.30 3331.8 £33.65

y = 5631.3x + 268.1
R?=0.9989 _[
LT
|
0.2 0.4 0.6 0.8 1
CONCENTRACION

Figura 49 Curva de calibracion para Cd.
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Tabla 26 Curva de calibracion para Pb con cinco puntos a partir de una concentracién de 1.3 mg/L.

INTENSIDAD

10000

8000

6000

4000

2000

-2000

Muestra Concentracion Intensidad
Blanco 0.00 35.4 +0.50
Estandar 1 0.70 1115.4 + 17.49
Estandar 2 0.90 1383.3 + 16.90
Estandar 3 1.10 1681.0 + 23.15
Estandar 4 1.30 1917.0 + 17.72

T

(£ 0.2

y = 5631.3x + 268.1
R?=0.9989

0.4 0.6

0.8 1

CONCENTRACION

Figura 50 Curva de calibracion para Pb.
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