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Resumen

Las poblaciones de aves de pastizal han disminuido significativamente. El
objetivo de este estudio fue conocer el estado de salud y posible exposicion a
contaminantes ambientales (genotdxicos) en muestras sanguineas periférica del
gorrion Chapulinero (Ammodramus savannarum) y el gorrién de Baird (Centronyx
bairdii) durante su estancia invernal (noviembre, 2020) en Cuchillas de la Zarca.
Cuchillas de la Zarca se ubica muy préximo a la vertiente oriental de la Sierra
Madre Occidental, entre los estados de Chihuahua y Durango, México. Para
evaluar el estado de salud de estas dos especies de pastizal se capturaron 34
ejemplares de gorrion chapulinero (Ammodramus savannarum) y 23 especies de
gorrion de Baird (Centronyx bairdii). El estado de salud se evalué mediante la
relacion heterofilo/ linfocito, diferencial leucocitario y frecuencia basal en
eritrocitos micronucleados (EMN), eritrocitos con prolongaciones nucleares
(EPN) vy eritrocitos policroméaticos (EPC) en muestras de sangre periférica de
ambas especies. La frecuencia basal de los EMN (10.7 £ 6.1), EPN (27.7 £12) y
EPC (97.3 £ 27.6) de A. savannarum fue similar (a= 0.05) a la frecuencia basal
de los EMN (8.4 £ 8.6), EPN (22.2 £ 10.6) y EPC (103.2 £ 21.5) de C. bairdii. Los
valores del diferencial leucocitario para ambas especies se ubicaron dentro del
rango normal, siendo los linfocitos los méas abundantes. Los indices
heterdfilo/linfocito (0.5 y 0.7, respectivamente) coinciden con lo reportado para
otras especies de vida libre y bajo cautiverio. Este estudio, sobre el estado de
salud del gorrién chapulinero (A. savannarum) y gorrion de Baird (C. bairdii), es
el primero que se realiza en sus areas de distribucion. Los resultados de esta
investigacion pueden deberse a diversos factores que influyen en la frecuencia y
conteo en las células hematoldgicas. Algunos de esos factores pueden ser
estrés, relacionados a contaminantes ambientales, sobrevivencia a eventos de
depredacion, alimentacion, enfermedades, asi como a la variacion entre edades
y sexo de las especies de gorrién. La informacion generada en este estudio podra
ser utilizada para entender mejor las amenazas que estas especies invernantes
enfrentan durante su migracion y estancia en Cuchillas de la Zarca, asi como con
fines de conservacion de estas aves de pastizal.

Palabras clave: aves de pastizal, contaminantes, Cuchillas de la Zarca.
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Abstract

Grassland bird populations have declined significantly. The objective of this study
was to know the health status and possible exposure to environmental pollutants
(genotoxic) in peripheral blood samples of the Grasshopper sparrow
(Ammodramus savannarum) and the Baird's sparrow (Centronyx bairdii) during
their winter stay (november, 2020) in Cuchillas de la Zarca. Cuchillas de la Zarca
is located very close to the eastern slope of the Sierra Madre Occidental, between
the states of Chihuahua and Durango, Mexico. To assess the health status of
these two grassland species, 34 grasshopper sparrows (Ammodramus
savannarum) and 23 species of Baird's sparrow (Centronyx bairdii) were
captured. Health status was assessed using the heterophile / lymphocyte ratio,
leukocyte differential, and baseline frequency in micronuclear erythrocytes
(EMN), erythrocytes with nuclear extensions (EPN), and polychromatic
erythrocytes (EPC) in peripheral blood samples of both species. The basal
frequency of the EMN (10.7 = 6.1), EPN (27.7 £ 12) and EPC (97.3 £ 27.6) of A.
savannarum was similar (a = 0.05) to the basal frequency of the MND (8.4 * 8.6),
EPN (22.2 £ 10.6) and EPC (103.2 + 21.5) of C. bairdii. The leukocyte differential
values for both species were within the normal range, with lymphocytes being the
most abundant. The heterophile / lymphocyte indices (0.5 and 0.7, respectively)
coincide with that reported for other free-living and captive species. This study, on
the health status of the Grasshopper Sparrow (A. savannarum) and Baird's
Sparrow (C. bairdii), is the first to be carried out in their ranges. The results of this
investigation may be due to various factors that influence the frequency and count
in hematological cells. Some of these factors can be stress, related to
environmental pollutants, survival to predation events, feeding, diseases, as well
as the variation between ages and sex of the sparrow species. The information
generated in this study can be used to better understand the threats that these
wintering species face during their migration and stay in Cuchillas de la Zarca, as
well as for the conservation of these grassland birds.

Keywords: grassland birds, pollutants, Cuchillas de la Zarca.
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CAPITULO I. INTRODUCCION GENERAL

Las aves constituyen un componente fundamental de los ecosistemas (Ortiz-Pulido et al.,
2016). Estas se distribuyen en ambientes ecoldgicos terrestres y acuéaticos (Navarro-
Siguenza et al.,, 2014). En la actualidad, existen aproximadamente 10,500 especies

(Navarro-Sigiienza et al., 2014).

Las aves son sensibles a la contaminacion ambiental y se utilizan como monitores
ambientales. La ausencia o disminucion de la presencia de las aves indica el
incumplimiento ecoldgico o desequilibro del medio (Egwumah & Egwumah, 2017).
Aungue las aves son importantes ecoldgica y econdmicamente, este grupo faunistico
enfrenta amenazas diversas como la pérdida de su habitat, exposicion a contaminantes

y a una extraccion excesiva de sus individuos (Ortiz-Pulido, 2018).

En México existen entre 1,123 y 1,150 especies de aves (Navarro-Siglenza et al., 2014),
de las cuales destacan las aves de pastizal con 22 especies (Manzano-Fischer et al.,
1999). Actualmente, las aves de pastizal enfrentan problemas de sobre pastoreo,
extraccion con fines comerciales, de fragmentacion de sus habitats y de cambio climatico
(Macias-Duarte et al., 2009; Stanton et al., 2018).

Los pastizales conforman alrededor del 40% del territorio mexicano y en las Ultimas
décadas han sufrido gran deterioro (Yafiez-Chavez et al., 2018). Asimismo, se estima
qgue los pastizales del norte de México han disminuido en un 12.8% debido a su mal
manejo (Rodriguez-Maturino et al., 2017). Esta disminucion ha afectado las poblaciones
del gorrion chapulinero (Ammodramus savannarum) y el gorrion de baird (Centronyx
bairdii), especies que han presentado un declive significativo (Arroyo-Arroyo et al., 2019;
Sauer & Link, 2011) con tasas de incremento poblacional negativas, -2.5% Yy -2.0% anual,
respectivamente (Martinez et al.,, 2011; Rosenberg et al., 2019). Ninguna de las dos
especies se encuentren listadas en la NOM-059 (SEMARNAT, 2010).



Los estudios realizados sobre estas dos especies han versado sobre su reproduccion
(Arroyo-Arroyo et al., 2019), distribucion y abundancia de A. bairdii (Martinez et al., 2011),
sobre el uso de habitat y migracion del gorrién chapulinero y el gorrién de baird (Macias-
Duarte et al., 2009), de su biologia (Montes-Aldaba et al., 2018), sobre sus habitos
alimenticios (Rodriguez-Maturino et al., 2017) y cantos de ambas especies de gorriones
(Kaufman 2017a; 2017b).

En México, Martinez-Quintanilla et al. (2016) estudiaron los contaminantes ambientales
en el ganso nevado (Chen caerulescens) por medio de la relacion heterofilo / linfocito y
la prueba de micronucleos, pero no se ha determinado la presencia de genotoxicos
ambientales en aves de pastizal. Los genotoxicos ambientales son agentes
contaminantes que se clasifican como fisicos, quimicos o biolégicos, los cuales no
causan dafos fisicos inmediatos, pero si genéticos dado que éstos modifican el ADN
(Cuenca & Ramirez, 2004). Los dafios genéticos son hereditarios y causan
carcinogénesis (Sanz-Serrano et al., 2020). Los genotdxicos ambientales provocan
afectaciones celulares (Arango, 2012) y su presencia en los organismos se determina a
través del andlisis de micronicleos, técnica que cuantifica el nimero de células
anormales en muestras sanguineas (relacion de heterdfilo/ linfocito) (Olmastroni et al.,
2019; Zuhiga-Gonzalez et al., 2000).

El dafio por contaminantes ambientales es una de las causas de la disminucion de las
poblaciones de aves de pastizal (Martinez-Haro et al., 2017; Martinez-Quintanilla et al.,
2017). Los contaminantes de alta persistencia afectan a los organismos vivos y se
requiere generar conocimiento sobre especies biomonitoras en diferentes areas
geograficas (Rutkowska et al., 2018). Por ello, el objetivo de este estudio fue conocer el
estado de salud y posible exposicion a contaminantes (genotdxicos) en muestras
sanguineas periféricas del gorrion de Baird (Centronyx bairdii) y chapulinero
(Ammodramus savannarum) durante su estancia invernal en Cuchillas de la Zarca
mediante el conteo de microndcleos, prolongaciones nucleares, diferencial leucocitario y

relacion heterofilo/linfocito (H/L). Cuchillas de la Zarca es una region prioritaria para la



conservacion de las especies que se ubica en el norte de Durango y colinda con el limite
sur de Chihuahua, la cual durante el otofio e invierno recibe un sin nimero de especies
de aves de pastizal invernantes (Arriaga et al., 2000). La informacién a generarse en
este estudio podré ser utilizada para entender mejor las amenazas que los gorriones de
Baird (Centronyx bairdii) y chapulinero (Ammodramus savannarum) enfrentan durante su

migracion y estancia en Cuchillas de la Zarca.

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo General

Caracterizar el estado de salud y posible exposicion a contaminantes ambientales
(genotoxicos) por el gorrion chapulinero y el gorrién de Baird durante su estancia invernal
en Cuchillas de la Zarca mediante conteo de micronucleos, prolongaciones nucleares,

diferencial leucocitario y relacion heterdfilo/ linfocito.

1.1.2 Objetivos especificos

1.- Cuantificar la frecuencia de micronucleos espontaneos, prolongaciones nucleares,
diferencial leucocitario y relacion heterdfilo/ linfocito (H/L) en muestras sanguineas

periféricas de C. bairdii y A. savannarum.

2.- Determinar si las aves presentan condiciones de estrés, enfermedades u otros
factores asociados a contaminantes ambientales a través de su evaluacion fisica externa

y nivel inmunoldégico.



1.2 HIPOTESIS

El gorriébn chapulinero (A. savannarum) y gorrién de baird (C. bairdii) que invernan en
Cuchillas de la Zarca (Durango y Chihuahua) no presentan evidencias de alguna

exposicidn a genotoxicos ambientales y su estado de salud es satisfactorio.
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CAPITULO II. REVISION DE LITERATURA

2.1 El pastizal del Desierto Chihuahuensey su priorizacién en laregion de Cuchillas
de la Zarca.

Los pastizales de Norte América se extienden hacia el Desierto Chihuahuense
distribuyéndose en Chihuahua, Coahuila, Durango, Zacatecas y San Luis Potosi en
México (Taylor et al., 2017). Los pastizales en México, cubren aproximadamente el 40%
de su superficie, sustentan una parte significativa de su avifauna (Yafez-Chavez et al.,
2018) y soportan procesos ecologicos. Los pastizales tienen un endemismo alto y
sustentan una diversidad alta de plantas y animales (CEC & TNC, 2005; Manzano-
Fischer et al., 1999).

Debido a que la actividad econémica principal en el Norte del pais es la ganaderia
extensiva, los efectos del pastoreo sobre la ecologia en los pastizales del desierto
Chihuahuense son negativos, como la perdida de habitat para la fauna silvestre, perdida
en la biodiversidad de pastos y vegetacién provocando la sucesion a matorrales (Lloyd
et al., 1998).

De acuerdo a la Comision para la Cooperacion Ambiental donde participa Canada,
Estados Unidos y Meéxico, de las 55 areas prioritarias de conservacion de
pastizales (APCP), Cuchillas de la Zarca es una de las ocho areas que se ubican en

México.

En Cuchillas de la Zarca existe una diversidad de aves alta, criterio fundamental para
decretar acciones para la conservacion y priorizacion del area (Berlanga et al., 2019).
Dos ejemplos lo constituyen el gorrion de Baird (C. bairdii) y el gorrion chapulinero (A.
savannarum), los cuales invernan en la region y sus poblaciones y nivel de conservacion

depende de acciones multinacionales.
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2.2 Especies de estudio
2.2.1 Descripcion del gorrion chapulinero (A. savannarum)
Taxonomia (BirdLife-International, 2018)
Reino: Animalia
Filo: Chordata
Clase: Aves
Orden: Passeriformes
Familia: Emberezidae
Género. Ammodramus
Especie: Ammodramus savannarum (Gmelin, 1789)

A. savannarum es una especie migratoria que incluye cuatro subespecies, las cuales se
diferencian en el plumaje (Bulgin et al., 2003); A. s. pratensis es una subespecie oriental,
A. s. ammolegus se distribuye en el suroeste de Norte América, A. s. perpallidus se
distribuye mayormente en el occidente de los Estados Unidos, mientras que A. s.
floridanus es la Unica subespecie no migratoria endémica de Florida (Bulgin et al., 2003,
Ruth, 2008).

A. savannarum se encuentra ampliamente distribuida por el continente Americano,
alcanzando sus limites al norte de Canada donde presenta una preferencia por suelos
cubiertos por pastos y henos (Jobin et al., 2008). Esta especie, durante su migracion a
México, se establece en areas con caracteristicas similares a las de sus sitios de origen
(Montes-Aldaba et al., 2018).
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El gorrion chapulinero es de tamafio pequefio, posee una cabeza planay cola corta. Esta
especie posee una franja clara en la corona, tiene una mancha amarilla sobre la lista
ocular y se distingue de otras especies por la tonalidad del pecho color ante uniforme,
mientras que la espalda esta rayada en tonos café al igual que las alas (Kaufman, 2017b).
La distribucién del gorrion chapulinero se extiende desde Canada hasta el sur de México,
donde se establece en pastizales altos y de baja presencia arbustiva (Arroyo-Arroyo et
al., 2019; CONABIO, 2000a; Ruth, 2008).

Figura 1. Vista lateral del gorrion chapulinero adulto (Ammodramus savannarum) en

Cuchillas de la Zarca, Dgo.

2.2.2 Descripciéon del gorrién de Baird (C. bairdii)
Taxondmica (IUCN, 2020)
Reino: Animalia
Filo: Chordata
Clase: Aves

Orden: Passeriformes
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Familia: Emberizidae
Género. Centronyx
Especie: Centronyx bairdii (Audubon, 1844)

Los gorriones de Baird son aves de tamafio medio y cola corta, el gorrion de bairdii se
distingue por poseer un plumaje claro, su pecho es de color cremay tiene franjas oscuras
en su parte superior. La espalda es de color café ocre estriado con franjas mas oscuras;
la cabeza es de color amarillo con franjas oscuras de color café y una franja céntrica de
color café ocre en la corona y un anillo ocular de color crema (Pereda-Solis et al., 2020;
Titulaer et al., 2017). Esta especie prefiere sitios donde abundan pastos altos y arbustos

bajos.

Figura 2. Vista lateral del gorrion de Baird adulto (Centronyx bairdii) en Cuchillas de la

Zarca, Dgo.

Las dos especies de gorriones bajo estudio se identifican en la Familia Emberizidae,
ambas presentan un declive poblacional significativo (Arroyo-Arroyo et al., 2019; Sauer
& Link, 2011); ya que se ha reportado una tasa de incremento poblacional anual de -2.5%
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y el -2.0%, respectivamente (Martinez et al., 2011; Rosenberg et al., 2019). Es muy
probable que las causas de dicha reduccion sea su exposicion a contaminantes

ambientales (P4ez-Osuna & Osuna-Martinez, 2011).

Los gorriones Ammodramus savannarum y Centronyx bairdii son de tamafio muy
pequefio, aproximadamente de 11 a 13 centimetros de longitud; ambas especies
presentan habitos entoméfagos y granivoros, su plumaje varia conforme la estacion del
afo (Rodriguez-Maturino et al., 2017); sin embargo, durante la época reproductiva, en
los adultos, se pueden distinguir colores parduscos (blanco, gris y negro) en el dorso y
una coloracion ante en el pecho, su abdomen es de color claro y presentan una cola corta
y delgada (Montes-Aldaba et al., 2018; Rodriguez-Maturino et al., 2017).

2.3 Distribuciéon y migracion

Las aves bajo estudio tienen una distribucién amplia, ésta se extiende desde las llanuras
de América del Norte y sur de Canada. En México, durante la temporada de migracion e
invierno, la distribucién de C. bairdii se restringe a los estados de Chihuahua, Durango y
Coahuila. En contraste la distribucién de A. savannarum es mas amplia, ya que se
extiende desde Norte América hasta Centro América; sin embargo, durante la temporada

reproductiva e invernal, ambas especies comparten sitios (CONABIO, 2000a, 2000b).

2.4 Reproduccion

Centronyx bairdii (gorrion de baird) y Ammodramus savannarum (gorrion chapulinero),
para su reproduccién y pasar la temporada invernal, migran desde Canada y Estados
Unidos al norte de México (Rosenberg et al., 2019), especificamente a Chihuahua y
Durango (Macias-Duarte et al., 2017), respectivamente. Ambos estados constituyen una
zona prioritaria para la conservacion de pastizales en donde existe una correlacion

importante entre las caracteristicas del habitat y la supervivencia de las dos especies de
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gorriones (Arroyo-Arroyo et al., 2019; CEC & TNC, 2005).La temporada reproductiva de

ambas especies ocurre durante agosto-septiembre (Arroyo-Arroyo et al., 2019).

En México, son pocos los estudios relacionados con su reproduccién pues esta depende
de la temporada de lluvias, al igual que depende del efecto nieve, el cual describe que a
mayor precipitacion fluvial, la temporada de cria en latitudes mas altas se presenta mas
“temprano”, mientras que en regiones meridionales se retrasa la temporada reproductiva
y de crianza (Jones et al., 2010), a pesar de ello se cuenta con el estudio de Arroyo-
Arroyo et al. (2019) donde establece el primer registro de la época reproductiva en verano
(junio/agosto) por medio de vocalizacion de machos reproductivos en Cuchillas de la

Zarca (Arroyo-Arroyo et al., 2019).

2.5 Habitat

Tanto el gorrion chapulinero (A. savannarum) como el gorrion de Baird (C. bairdii)
comparten preferencias de cobertura de vegetacién de arbusto y hierbas, mientras que
de pasto y suelo desnudo A. savannarum tiende a preferir sitios de mayor cobertura y
pastos mucho mas altos que los preferidos por C. bairdii (Dimiceli, 2006), las cuales son
necesarias para llegar a una 6ptima reproduccion y para su estancia invernal (Macias-
Duarte et al., 2009).

Estas condiciones de habitat las ofrece Cuchillas de la Zarca la cual esta catalogada
como Region Prioritaria para la Conservacion de Pastizales (RPCP) por la CONABIO, sin
embargo; los pastizales y la temporada de lluvias se encuentra relacionada dado a la

disponibilidad de agua para que los pastos crezcan (Macias-Duarte et al., 2009).
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2.6 Cantos

Los gorriones se identifican facilmente por su canto. El canto del gorriébn chapulinero (A.
savannarum) es agudo y sus vocalizaciones durante la mayor parte del afio son
pronunciadas. Durante la temporada reproductiva los machos emiten un zumbido muy
similar a la estridulacion de los insectos (CONABIO, 2000b, 2000a) y éste varia entre

subespecies (Arroyo-Arroyo et al., 2019; Kaufman, 2017b).

El canto del gorrion de Baird (C. bairdii) se escucha como una vibracion continua; sin
embargo, este sonido se puede identificar mejor en los machos que se encuentran cerca
de los nidos durante la temporada de cria, ya que se describe como una vibracion

acustica y diferente a la que producen otras especies de gorriones (Kaufman, 2017a).

2.7 Dieta
2.7.1 Gorrién chapulinero (A. savannarum)

Esta especie se alimenta de ortdpteros (50%), coledpteros (20%) y materia vegetal (19%)
(Herkert et al., 2020). Presenta también hébitos alimenticios granivoros y en el invierno
consume granos (Rodriguez-Maturino et al., 2017) de Muhlenbergia expansa,
Eupatorium leucolepis, Dichanthelium angustifolium, Panicum anceps, Ctenium
aromaticum, Rhynchospora gracilenta, Rhynchospora plumosa y Schizachyrium

scoparium (Dimiceli, 2006)

2.7.2 Gorrién de Baird (C. bairdii)

Esta especie se alimenta principalmente de insectos y semillas, aunque su dieta varia
conforme la temporada. Durante el verano se alimenta principalmente de insectos, como

saltamontes (Orthoptera), orugas y polillas (lepidoptera), escarabajos (Coleoptera) y
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chicharras (Homoptera). En el invierno, esta especie cambia a una dieta a base de
semillas de malezas y hierbas principalmente e incluye semillas de gramineas como
Phleum, Aristida, Fescua, Ambrosia y sorgo (Amaranthus spp) (Kaufman, 2017a;
Wiggins, 2006).

2.8 Toxicologia

La toxicologia es la ciencia encargada de estudiar el efecto de los agentes quimicos sobre
los organismos (Garcia-Hernandez et al., 2018; Moriarty, 1988).

Un toxico es todo agente quimico que genera en los organismos dafios adversos de
manera directa o indirecta tras tener una exposicion intermitente o continua. Muchos de
estos compuestos son exégenos al metabolismo por lo que se les denomina xenobiéticos
(Crettaz-Minaglia et al., 2017; Roldan-Reyes, 2016).

La toxicidad de los agentes puede ser catalogada como dosis letal media o LDso (por sus
siglas en ingles), en la cual la mitad de la poblacion afectada muere, mientras que la otra
mitad sobrevive sin dafios (esto segun datos expresados en laboratorio), o puede ser
catalogada como toxicidad subcronica, la cual se focaliza Unicamente en los dafios a
organos o toxicidad crénica para estimar el nivel de efectos adversos no observados

(NOAEL en sus siglas en inglés) (Roldan-Reyes, 2016).

Las aves son un grupo especializado y aunque comparte algunas similitudes con los
mamiferos, su susceptibilidad a los agentes toxicos es mayor debido a que asimilan y

acumulan pesticidas (Walker, 1993).

Las aves poseen un mecanismo de defensa menor que el de los mamiferos; por ello, son
mas vulnerables a los agentes toxicos y sus procesos de desintoxicacion metabdlico ya
que el proceso de desintoxicacion en las aves se realiza en el higado y rifiones, estos no

realizan dicho proceso de manera eficiente debido al tamafio de los 6rganos. Por estas
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razones, ocurre una acumulacion de agentes toxicos cuya eliminacién se dificulta aunado

a gque ingresan a la sangre desde el intestino a través de la via renal (Walker, 1993).

La exposicion prolongada de las aves a metales presentes en el ambiente, esta
relacionada a intoxicacion, disminuir su actividad reproductiva, ocasionar cambios en el
comportamiento y causar susceptibilidad a enfermedades y estrés (Yang et al., 2020).
Algunos de los metales mas importantes desde el punto de vista ambiental y toxicologico
son el mercurio, cadmio, plomo y aluminio, el cual tiene un efecto sobre la reproduccion

en los paseriformes (Scheuhammer, 1987).

En este sentido, las enzimas ayudan a la desintoxicacion, en el caso de las aves que
poseen bajos niveles de la enzima esterasa “A” y la monooxigenasa microsomal hepatica
las cuales ayudan a la asimilacion de agentes genotoxicos explican la vulnerabilidad a
los organofosforados, haciendo a las aves susceptibles a enfermedades y dafios a nivel
celular (Walker, 1993)

2.9 Ecotoxicologia

La ecotoxicologia es la ciencia encargada del estudio de los contaminantes ambientales
y sus efectos sobre los ecosistemas. En especifico, la toxicologia aviar se enfoca al
estudio de los contaminantes en las poblaciones de aves y su medio. La ecotoxicologia
se establece como una ciencia debido a la necesidad de conocer los efectos de los
contaminantes utilizados durante la Segunda Guerra Mundial sobre la vida silvestre. Esta
tomé auge a finales del siglo XIX debido al declive de las aves acuéticas por consumir

plomo generandose la rama de ecotoxicologia aviar (Garcia-Fernandez, 2014).

Los plaguicidas utilizados en la agricultura afectan a la vida silvestre, incluyendo a las
aves (Moriarty, 1988). A partir de 1940 los estudios relacionados con los efectos del
Dicloro Difenil Tricloroetano (DDT) sobre la vida silvestre y en especifico en las aves se

incrementaron (Garcia-Fernandez, 2014; Sanz-Serrano et al., 2020). Sin embargo; fue
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hasta 1969 cuando se definié de forma mas clara el objetivo de la ecotoxicologia como
rama de la toxicologia que tiene por objetivo estudiar los efectos de los contaminantes
en el ambiente a nivel bioquimico y ecoldgico de las poblaciones (Garcia-Fernandez,
2014; Moriarty, 1988).

Algunos trastornos como la neurotoxicidad y enfermedades endocrinas estan
relacionadas a los efectos causados por plaguicidas y pesticidas en las poblaciones de
aves, al igual que los niveles superiores en productos con LDso ya que la mortalidad
aguda podria estar relacionada a la exposicion cronica por absorcion oral con la inhibicion
de la acetilcolina esterasa por parte de organoclorados, organofosfatos y carbamatos
(Kohler & Triebskorn, 2013).

La ecotoxicologia genética puede incluir efectos somaticos lo que incluye los cambios
estructurales o deterioros al ADN o efectos genéticos de la poblacion como son los
cambios en la diversidad genética o frecuencias de los genes (Theodorakis, 2001),
algunos de estos agentes genotoxicos mas alla de tener efectos genéticos, se llegan a
expresar de manera adversa afectando funciones metabdlicas en las aves tales como la
termorregulacion, patrones de alimentacion e ingesta de agua, asi como de
comportamiento innato y adquirido lo que influye en la disminucién en la tasa de
apareamiento y puesta de huevos, afectando a la poblacion de aves, de tal forma que las
afecciones alcanza las funciones ecosistémicas e interviene en el decremento de la
heterogeneidad del habitat (Kéhler & Triebskorn, 2013).

2.10 Agentes genotdxicos ambientales

Los contaminantes ambientales se clasifican como fisicos y biolégicos. Los fisicos
pueden alterar la calidad del medio como la temperatura y los biologicos los constituyen
los desechos organicos o quimicos (Cuenca & Ramirez, 2004) como los genotoéxicos, los

cuales se clasifican en independientes y dependientes de activacién. La activacion o
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expresion puede ocasionar efectos en el organismo a nivel celular o en niveles mas

generales como carcinogénesis o malformaciones fisicas externas (Williams, 1980).

Algunos agentes genotoxicos se adquieren en el alimento y pueden afectar el éxito
reproductivo y la supervivencia de las especies (Baesse et al., 2015; Bartuszevige et al.,
2002). También se adquieren por absorcion como los residuos de plaguicidas

metabdlicos (Valdéz, 2010) y gases afectando la salud de las aves.

El termino genotodxico fue introducido por Ehrenberg durante 1973, el refiere al efecto
toxico en células germinales como somaticas que pueden afectar la integridad del
material genético heredable (Torres-Bugarin et al., 2019). Si el efecto sobre la célula se
transcribe, la expresion génica se afectaria en términos biologicos a nivel celular y
morfolégico (Malarkey et al., 2013). Los genotdxicos, son agentes quimicos, fisicos o
biolégicos que modifican el material genético heredable durante la duplicacion celular,
resultando en eventos mutagénicos o carcinogénicos (Roldan-Reyes, 2016) vy
comprometen la integridad genética y cromosémica (Bugarin et al., 2019). Su presencia
se evalla por medio del conteo de microndcleos; las ventajas de esta técnica son: la
cantidad de sangre en las muestras es reducida, , el muestreo es rapido lo que reduce
el estrés en los ejemplares y puede ser utilizada en condiciones ambientales diversas
(Olmastroni et al., 2019).

Al respecto, Kursa & Bezrukov (2008) evaluaron el estado de salud de la Skua polar del
sur (Catharacta maccormicki) por medio de frecuencias de micronucleos y diferenciales
de glébulos blancos. Estos resultados sientan las bases para las aves antarticas y el

estado de sus habitats.

Nazareth Souto et al. (2018) en Brasil evaluaron a 82 especies de las familias
Columbidae, Cuculidae, Galbulidae, Icteridae, Mimidae, Passerellidae, Passeridae,
Thamnophilidae, Thraupidae, Turdidae, Tyrannidae y los efectos de la contaminacion
ambiental con pruebas de micronucleos. Ellos evaluaron la contaminacién de aves por

pesticidas en granjas de café al sureste de Brasil y Martinez-Haro et al. (2017) estimaron
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la influencia antropogénica en buhos madrigeros (Athene cunicularia) utilizando

marcadores micronucleados.

En Durango, México, Martinez-Quintanilla et al. (2016) evaluaron el grado de estrés y de
contaminantes mediante la prueba de MN vy la relacion H/L del ganso nevado (Chen

caerulescens), ellos reportaron niveles de genotoxicos y de estrés bajos.

Los plaguicidas con mayor capacidad genotoxica para la flora y fauna silvestres son los
organofosforados, carbamatos, piretroides y triazinas. De los plaguicidas resaltan los
herbicidas, insecticidas y fungicidas los cuales afectan la genética de los organismos
ocasionando cambios estructurales sobre los cromosomas o aberraciones cromosomicas
(AC), irregularidades en la distribuciobn cromosomica y alteraciones durante la
reproduccion celular (tanto mitosis como meiosis), esterilidad y letalidad embrionaria, asi
como mutaciones en tejidos sométicos y células germinales expresados
morfologicamente y en la descendencia (Malarkey et al., 2013; Roldan-Reyes, 2016;

Valencia-Quintana et al., 2013).

Roldan-Reyes (2016) reporta tres clases de genotdxicos: 1) genotdxicos aneugénicos, 2)
genotodxicos Clastdogenos y 3) genotoxicos xenofobicos. Los genotdxicos aneugénicos
causan aneuploidias ocasionados por agentes quimicos moleculares; dichas alteraciones
producidas por los plaguicidas en sistemas vegetales resaltan los efectos aneugénicos
tales como dafos al uso acromatico que se refleja como C-mitosis (Valencia-Quintana et
al., 2013).

Los genotoxicos clastdgenos se encuentran en metales como el cadmio, el cual es de los
mas toxicos en los sistemas bioldgicos por su capacidad de distribucién en agua potable,
aire atmosférico e incluso en los alimentos. Los genotoxicos xenobidticos interaccionan

con el ADN en una pequeiia escala, aunque el resultado final puede ser solo toxico.
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2.11 Efecto de los genotdxicos

Algunos contaminantes quimicos catalogados como genotéxicos se dispersan a través
del aire, suelo y agua (Garcia-Hernandez et al., 2018). Los agroquimicos han creado en
los ecosistemas riesgos para la sobrevivencia en la biodiversidad de las especies
(Bugarin et al., 2019). Muchos de estos productos causan mutacion carcindégena solos o
después de la activacion metabdlica, pero algunos mutagenos no causan carcinégenos
y algunos carcinégenos no son mutagénicos (Malarkey et al., 2013), pero si dafan las
células gaméticas que se transmitiran a la progenie manifestdndose con desordenes
genéticos. Cuando el mutageno dafa células somaticas se transmite de forma clonar

ocasionando manifestaciones oncolégicas (Torres-Bugarin et al., 2019).

La genotoxicidad en los organismos ocasiona efectos patoldgicos y conductuales
relacionados a una disminucion en su alimentacion, pérdida de peso corporal,
desnutricion y deshidratacion. Otras afecciones son la disminucion de eritrocitos,
hemoglobina y hematocritos; otras alteraciones se refieren a fallas en el control
hipotaldmico de la pituitaria ovarica, en el crecimiento de neoplasicos como linfomas,
cancer testicular y linfohematopoyéticos. Todos estos dafios se asocian a herbicidas con

atriazinas (Hussain et al., 2011).

2.12 Principales compuestos xenobiodticos

Los xenobioticos son sustancias que, sin formar parte de los componentes, interaccionan
constantemente con los organismos y su medio, son compuestos de origen quimico y
natural que no pertenecen al organismo pero que pueden incorporarse a las rutas
metabdlicas (Roldan-Reyes, 2016). Los xenobidticos se clasifican de acuerdo a su
naturaleza (naturales o artificiales quimicos), uso (las areas de mayor empleo son en la
agricultura y el sector salud), tiempo de vida (permanentes, persistentes, moderadamente

persistentes y no persistentes) o por su composicion quimica (organofosforados,
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organoclorados carbamatos, tiocarbamatos, piretroides, derivados bipiridilos, derivados
del acido fenoxiacético, derivados cloronitrofendlicos, derivados de triazinas y
compuestos inorganicos). Algunos efectos de los pesticidas en el ambiente es la
biomarcacién de los organismos, afectaciones en los receptores que actuan en el
metabolismo, disminucion en la produccion y sintesis de hormonas (Castillo-Castafieda,
2017).

En las células la primera linea de defensa contra los agentes xenobiéticos se da durante
el proceso de inhibicion bioquimica, la cual consiste en la expulsion de dichos agentes
por medio de la glicoproteina P asociada a la membrana (P-gp) (Newman, 2015), sin
embargo, esta defensa se ve afecta cuando la células se ven sobre pasadas por la

cantidad de agente causando dafios adversos en ellay en mayor escala en el organismo.

2.13 Bioindicadores y biomonitores

El efecto de los genotoxicos en los organismos se estudia a través de organismos
“centinelas” o biomonitores, los cuales son sensibles a los cambios en la calidad del
medio en que se desarrollan (Gonzélez-Acevedo et al., 2016). El impacto de los
contaminantes en los ecosistemas por medio de la vida silvestre se le denomina
biomonitoreo. Los organismos utilizados se les conoce como bioindicadores, los cuales
deberan tener caracteristicas propias como su facil identificacion taxondmica, distribucion
definida, caracteristicas ecolégicas conocidas, abundancia numérica, idoneidad para
experimentos en laboratorio, poseer sensibilidad a factores ambientales estresantes y

tener capacidad de cuantificacion y estandarizacion alta (Markert et al., 2003).

Asimismo, los organismos centinelas son especies representativas de un ecosistema,
estos organismos sen clasifican segun su accién (indicadores sensitivos e indicadores
acumulativos) y origen (bioindicadores pasivos y activos) (Martinez-Haro et al., 2017).

Las aves a través de la alimentacion, pueden acumular  diversos contaminantes
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xenobidticos; por ello, son utilizados frecuentemente como biomonitores (Rutkowska et
al., 2018).

2.14 Los gorriones como bioindicadores

Las aves silvestres se utilizan como indicadores de la contaminacion ambiental
(Egwumah & Egwumah, 2017). Por ejemplo, la presencia de gorriones es un indicador
de pastizales maduros y puede medir el nivel de deforestacion o destruccion del habitat
(Rutkowska et al., 2018).

En el caso del gorrién chapulinero (A. savannarum) y el gorrion de Baird (C. bairdii) son
especies que acumulan contaminantes genotdxicos debido a su migracion y a su
sensibilidad a cambios ambientales (Markert et al., 2003). Estos contaminantes generan
marcas bioldgicas (biomarcacion) en las células y se clasifican en tres categorias: 1)
biomarcacién de susceptibilidad, 2) exposicion o 3) efecto; algunas ocasiones estas
marcas pueden presentarse juntas, por ejemplo, marcas de exposicion y efecto (Arango,
2012; Martinez-Quintanilla et al., 2017).

2.15 Bioacumulacion y distribucién trofica

Se emplea el termino bioacumulacion cuando los niveles de contaminacion del medio
ambiente han pasado a los tejidos de organismos y estos presentan niveles mas elevados
a los tolerables, entendiéndose que estos organismos presentan una bioacumulacion de
contaminantes concentrados ; mientras que la biomagnificacion, refiere a la obtencion e
incremento de toxinas por medio de la cadena tréfica y la movilizacion de las mismas
toxinas hacia los niveles superiores de la cadena alimenticia, llegando a los consumidores

tope y en algunos casos, el hombre (Crettaz-Minaglia et al., 2017).
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Se han realizado estudios de bioacumulacion de toxinas en gorriones, donde se
menciona la bioacumulacién del mercurio como uno de los elementos tOxicos mas
frecuentes, teniendo como resultado la disminuyendo el rendimiento del vuelo, alteracién
la calidad y frecuencia del canto y reduccion del éxito reproductivo, posteriormente
durante la biomagnificacion a través de la cadena trofica en los depredadores se
presentan efectos como alteracion endocrina e inmunolégicas (Cleary, 2019; Jackson et
al., 2015).

2.16 Prueba de micronucleos (MN) y prolongaciones nucleares

La prueba de micronucleos se considera una técnica de evaluacion de los efectos
clastogénicos y aneugénicos por parte de contaminantes ambientales (Baesse et al.,
2015). La prueba consiste en identificar y cuantificar el dafio generado en el material
genético de las células a partir de la presencia de nucleos fragmentados (MN) o

prolongaciones nucleares (Torres-Bugarin et al., 2019).

Los microndcleos son fragmentos o cromosomas completos sin centrémeros que no
estan incorporados al nucleo de las células replicadas también llamadas células hijas, en
el caso de los fragmentos estos se forman durante la transicion de division celular durante
la mitosis (Torres-Bugarin et al., 2019), mientras que las prolongaciones se identifican
como filamentos propios del ndcleo que se forman como extensiones durante la

transcripcion celular.

La técnica de conteo de MN fue propuesta por Countryman y Heddle en 1876, con la
finalidad de evaluar el dafio cromosémico en humanos, posterior a ello se empleo en la
evaluacion de genotoxicidad en 1985 por Fenech y Morley en un primer intento por frenar
la citocinesis (Zalacain et al., 2005), actualmente esta prueba es considerada un examen
practico, de baja tecnologia y costos, por lo que lo hace accesible para cualquier estudio,

es factible en la evaluacion de la inestabilidad genomica producida por la exposicion a
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contaminantes genotdxicos en aves (Gonzalez-Acevedo et al., 2016; Korshikov et al.,
2019; Martinez-Quintanilla et al., 2017; Residente et al., 2013).

2.17 indice H/L como indicador del estado de salud

La relacién Heterofilo /Linfocito (H/L) determina el estado de salud (Téllez-Isaias et al.,
1997), es el principal indicador de estrés en las aves, de modo que tener un conteo
elevado indican niveles altos de glucocorticoides, enfermedades nutricionales e
infecciones bacterianas (Maxwell & Robertson, 1998). Los niveles de H/L en sangre estan
relacionados al estrés. El estrés en las aves es causado por diversos factores tales como
la temperatura ambiental, en algunos casos el calor con temperaturas superiores a
30.4°C, otro factor asociado es la segregaciéon del organismo de la parvada a causa de
un desorden social como por ejemplo la presencia de un depredador. También la
alimentacion es clave para mantener un nivel estable de corticoides ya que un cambio
hormonal altera la composicion hematologica de este modo la falta de alimento es un

promotor de estrés y altera la relacion en los niveles H/L (Téllez-Isaias et al., 1997).

El uso de este método trae varias ventajas, sin embargo; una de las desventajas es el
aumento en los niveles de corticosterona en plasma después de la captura y su
manipulacion ya que se ha probado que esta aumenta de manera rapida en fauna

silvestre (Davis et al., 2008).

2.18 Sistema inmune de las aves

El sistema inmune de las aves se conforma por cinco tipos de glébulos blancos (linfocitos,
heterdfilos, eosindfilos, basofilos y monocitos), cada uno con una funcion y caracteristicas

especificas (ver Cuadro 1.) (Demina et al., 2019).
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Cuadro 1. Células que conforman el sistema inmune de las aves (Elaboracion propia con

informacion de (Galvez et al., 2009).

Célula Funcién Caracteristicas

Linfocitos  Encargadas de elaborar Nacleo normalmente redondo y central, con
anticuerpos, destruir células cromatina condensada. Alto radio
tumorales y regular la nucleo/citoplasma (escaso citoplasma). Citoplasma
respuesta inmunitaria. basofilo. Se diferencian tres poblaciones celulares

(medianos, pequefios y grandes)

Heterdfilos  Anticuerpos encargados de Granulos alargados o redondeados y en algunos
regular las actividades casos eosindfilos. Citoplasma incoloro.
antimicrobianas.

Eosindfilos La funcién del eosinéfilo Granulos redondos, eosindfilos y refractiles.
aviar es poco clara; sin Citoplasma azulado, meramente granulado. Las
embargo, regulan la rapaces sanas poseen un nimero elevado de
respuesta a agentes eosinofilos.
infecciosos y de alergia.

Basdfilos La funciébn exacta de los Célula de pequefio tamafio con granulos
basoéfilos se desconoce ya denotados intensamente.
que tienen la capacidad de
liberar mediadores para
detectar patégenos y repara
heridas.

Monocitos Su principal funcion es Forma irregular. Nucleo redondo, bilobulado,
realizar la fagocitosis normalmente excéntrico; citoplasma azul-gris,

celular.

finamente granulado o vacuolado.

Dentro de los estudios hematoldgicos relacionados al sistema inmune se evallan tres

tipos de células; los glébulos rojos o eritrocitos, los trombocitos o plaguetas y los glébulos
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blancos o leucocitos, estos ultimos son células que reflejan el estado inmunitario tanto de

los componentes innatos como adquiridos de las aves (Galvez et al., 2009).

En los gorriones los estudios hematoldgicos orientados a la investigacion con
genotoxicidad son escasos (Garcia et al., 2015). Algunos estudios realizados referentes
al conteo leucocitario han mostrado resultados que denotan enfermedades, sin embargo,
Galvez y colaboradores (2009) advierten no fiarse de los niveles del sistema inmune en
neonatos hasta juveniles de 6 meses, ya que existe amplia variabilidad en el conteo,
posterior a esta edad la variabilidad en los niveles puede denotar desordenes

degenerativos o0 neoplasicos.

2.18.1 Linfocitos

Los linfocitos son células del sistema inmune, las cuales proporcionan inmunidad tanto
celular (linfocitos T) como humoral (linfocitos B) (Demina et al., 2019). Se caracterizar por
poseer un citoplasma abundante con un solo nucleo y no contiene granulos en su

citoplasma.

Las aves paseriformes son linfociticas y al presentar una elevacion en el rango (20-50%)
se puede interpretar como linfocitosis absoluta, la cual ocurre como resultado de leucemia
linfocitica en niveles altos y cambios morfologicos, de igual forma ocurre ante la presencia

de infecciones bacterianas y virales.

La linfopenia o linfocitopenia es la disminucion de linfocitos presentes y tiene como
resultado inmunosupresién, mientras que la elevacion de estas causa linfocitosis, la cual
puede deberse en su generalidad a infecciones (Demina et al., 2019), en el caso de ser
relativa aunada a heterofilia se presenta cuando el ejemplar tiene infecciones virales

severas 0 agudas (Gélvez et al., 2009).
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2.18.2 Heterofilos

Los heterdfilos son granulocitos presentes en el sistema inmune de las aves, estos son
los primeros agentes contra infecciones bacterianas, virales y parasitarias (Martinez-
Quintanilla et al., 2017).

El aumento en el conteo sanguineo de estas células es denominado como heterofilia, la
cual corresponde a la respuesta del sistema inmune inespecifico a una infeccién o dafio
tisular (Demina et al., 2019), mientras que la heterofilia por estrés es el resultado del
aumento de corticoesteroides o exitacion de las aves al igual que los procesos

inflamatorios e infecciosos agudos (Galvez et al., 2009)

2.18.3 Eosindfilos

Se diferencia de los heterdéfilos por su forma redondeada, nucleo claro con moteado
obscuro y presencia de granulos en el citoplasma, la presencia de estas células es
relativamente baja (del 0 al 2%) (Galvez et al., 2009)..

Un conteo con alta frecuencia de eosinéfilos denota infecciones parasitarias tales como
giardiasis, ascaridiasis, y cestodiasis, en cuanto a las alergias puede presentarse bajo
condiciones de dermatitis o hipersensibilidad respiratoria o dafio a tejidos por cambios en
la histopatologia, sin embargo, estos padecimientos no siempre se encuentran asociados

a una eosinofilia periférica (Galvez et al., 2009).

La presencia de eosinofilos en sangre periférica es rara, sin embargo; se tiene reportado
gue el decremento o eosinopenia se da en aves de corral bajo estrés calorico debido a
gue estas células participan en la fase inicial para contrarrestar la respuesta al estrés
agudo (Diaz et al., 2016).

37



2.18.4 Basofilos

Los basdfilos son células leucociticas de baja frecuencia (0 a 5%) en la sangre periférica,

Su presencia se asocia a estados inflamatorios (Galvez et al., 2009).

Su morfologia se distingue por poseer granulos rojizos en el citoplasma con el nucleo
agrandado y granular en tonos oscuros, aunque su funcion exacta no se encuentra
documentada; los basdfilos incrementan las respuestas de memoria de anticuerpos,
estos generan proteinas como las inmunoglobulinas (Ig) tal como la IgE e histaminas en
respuesta a cargas parasitarias, alergias y procesos inflamatorios respectivamente (NIH,
2014).

La presencia elevada de los basdfilos o basofilia en las aves esta relacionada a
infecciones respiratorias, mientras niveles bajos (basopenia) en aves no se encuentra
documentada (Galvez et al., 2009), sin embargo; se produce como respuesta
a reacciones de hipersensibilidad aguda, infecciones y tirotoxicosis (Thonnard-
Neumann, 1961), esta ultima puede tener efectos sobre la regulacion de las hormonas
T3 y T4 (Malarkey et al.,, 2013) las cuales influyen sobre el plumaje de las aves y
vulnerabilidad desencadenada a patégenos.

2.18.5 Monocitos

Los monocitos poseen un citoplasma mas abundante que las células anteriores y en
ocasiones con presencia de vacuolas citoplasmaticas, posee un sélo nucleo y no contiene

granulos en su citoplasma.

Se considera un nivel promedio entre el 0 y 3%, sin embargo niveles superiores a este
rango se considera como monocitosis relativa o absoluta, es causada por infecciones
cronicas tales como clamidia, micobacterias, fungicas y granulomatosas, cuando esta

acompafnada de una basofilia da como resultado clamidiasis; cuando la infeccidon es a
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causa de Aspergillius spp o Mycobacterium spp puede no tener cambio en el rango de

monocitos presentes dentro del diferencial (Galvez et al., 2009).

La monocitopenia no esta documentada en aves debido a la baja frecuencia de monocitos
que se considera normal (Galvez et al., 2009), no obstante, se presenta en mamiferos y
esta relacionada a enfermedades hematoldgicas tal como la leucemia, infecciones
agudas y autoinmunes, anemia aplasica (Sanchez-Valle & Hernandez-Navarro, 2004),
esta deficiencia también puede estar ligada a los glucocorticoides, ya que en las aves da
respuesta como mediador al estrés e influye en el comportamiento para la puesta de
huevos (Della Costa et al., 2016).
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RESUMEN

Las poblaciones de aves de pastizal han disminuido significativamente debido a los
contaminantes ambientales, evaluar su estado de salud mediante indicadores biolégicos
es una forma de prevenir el decremento poblacional. El objetivo de la contribucién es
examinar el uso de biomarcadores hematicos (eritrocitos micronucleados; EMN,
eritrocitos con prolongaciones nucleares; EPN, recuento leucocitario y relacion H/L) y

posible exposicion a genotbéxicos en el gorrion chapulinero (Ammodramus savannarum)
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y el gorrion de Baird (Centronyx bairdii) durante la temporada invernal de 2020 en

Cuchillas de la Zarca, Durango.

Se colectaron 57 ejemplares (34 A. savannarum y 23 C. bairdii); la frecuencia basal de
ambas especies no presenta disparidad, al igual que los resultados obtenidos puede
significar que no se han expuesto a compuestos genotéxicos. Del diferencial leucocitario
se obtuvieron rangos normales para ambas especies siendo los linfocitos los mas
abundantes para ambas especies. Los indices heterdfilo/linfocito (0.5 y 0.7
respectivamente) coinciden a lo reportado para otras especies, sin embargo, cabe
mencionar que los valores de estos biomarcadores hematicos son altamente variables

cuando se trata de establecer comparacion con otras especies de aves.

Palabras clave: Ammodramus savannarum, Centronyx bairdii, prueba de micronucleos,

relacion heterofilo/linfocito, andlisis leucocitario.

ABSTRACT

Grassland bird populations have decreased significantly due to environmental pollutants,
evaluating their health status through biological indicators is a way to prevent population
decline. The aim of the contribution is to examine the use of hematic biomarkers
(micronucleated erythrocytes; EMN, erythrocytes with nuclear extensions; EPN, leukocyte
count and H/L ratio) and possible exposure to genotoxic agents in the grasshopper
sparrow (Ammodramus savannarum) and the sparrow of Baird (Centronyx bairdii) during

the 2020 winter season in Cuchillas de la Zarca, Durango.

Were collected 57 specimens (34 A. savannarum and 23 C. bairdii); the basal frequency
of both species does not present disparity, as the results obtained may mean that they
have not been exposed to genotoxic compounds. From the leukocyte differential, normal
ranges were obtained for both species, lymphocytes being the most abundant for both

species. The heterophile / lymphocyte indices (0.5 and 0.7 respectively) coincide with
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those reported for other species, however, it should be mentioned that the values of these
hematic biomarkers are highly variable when it comes to establishing comparisons with

other species of birds.

Key words: Ammodramus savannarum, Centronyx bairdii, micronucleus test, heterophile

/ lymphocyte ratio, leukocyte analysis.

INTRODUCCION

Diversas actividades antropogénicas como la agricultura, la industria y el urbanismo son
fuentes importantes de contaminacién; ya sea del aire, agua o suelo donde la
acumulacion de sustancias contaminantes repercute en los diferentes niveles de la
organizacién ecologica, que incluso pueden pasar de un nivel a otro llegando a afectar a

las poblaciones humanas (Connell et al., 1999).

Las aves de pastizal son sensibles a la contaminacion y son utiles en el monitoreo
ambiental (Macias-Duarte et al., 2009; Stanton et al., 2018), este grupo de aves presenta
una grave disminucion de sus poblaciones (el 74% de las especies), Rosenberg y
colaboradores (2019) estiman una pérdida de mas del 53% de sus poblaciones originales.
Particularmente existen dos especies de gorriones cuyas poblaciones presentan un fuerte
declive, el gorrion chapulin (Ammodramus savannarum) y el gorrién de Baird (Centronyx
bairdii) (Sauer et al., 2017). Por esta razon monitorear contaminantes en aves de pastizal,
aporta elementos adicionales para evaluar su posible efecto en la dinamica de sus

poblaciones e incluso con sus patrones de distribucion.

Para evaluar la presencia y el dafio de los contaminantes ambientales es necesario

utilizar técnicas o biomarcadores que puedan brindar informacion oportuna sobre el dafio
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ocurrido en los organismos expuestos de forma aguda o crénica a agentes nocivos
(Torres-Bugarin et al., 2019).

Un biomarcador o marcador biolégico es una alteracion inducida xenobidticamente en
componentes o0 procesos celulares o bioquimicos, estructurales o funcionales que se
pueden medir en un sistema bioldgico, también se definen como sefales fisioldgicas que
reflejan la exposicion a una sustancia quimica o un grupo de agentes quimicos (Gil y Pla,
2001).

Los biomarcadores mas utilizados en la biomonitorizacion de ecosistemas son dos: de
exposicion y de efecto. Un biomarcador de exposicion permite estimar la concentracion
acumulada de sustancias contaminantes o0 sus metabolitos en tejidos o incluso en el
organismo entero, mediante el analisis quimico de fluidos corporales o excretas, tales
como sangre, orina, y el aire que se exhala (Gil y Pla, 2001). Un biomarcador de efecto
es una alteracion medible (bioquimica, estructural, funcional, de comportamiento, etc.) en
un organismo que puede asociarse con una enfermedad o deterioro de la salud (Gil y Pla,
2001).

La técnica para la determinacion de eritrocitos microntcleados (EMN) y con
prolongaciones nucleares (EPN) en sangre periférica es uno de los biomarcadores de
efecto mas versatil y mas utilizado debido a su efectividad, relativa sencillez, la rapidez
en la obtencion de resultados y por el bajo costo. Esta prueba es altamente informativa,
ya que, al observar dichas estructuras en el citoplasma de las células analizadas, se
corrobora que se perdié material genético, evento altamente relacionado con procesos

carcinogénicos (Torres-Bugarin et al., 2019).

Las células leucocitarias (heterofilos, eosindfilos, basofilos, linfocitos y monocitos) asi
como la relacién de heteroéfilos y linfocitos (H/L) son biomarcadores que con frecuencia

se utilizan para evaluar la condicion inmunolégica y la salud de las aves cuando se
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someten a factores estresantes como la exposicion a contaminantes como metales y

compuestos organoclorados (Grasman y Scanlon, 1995).

En correspondencia a lo anterior, el objetivo de este trabajo fue explorar el uso de
biomarcadores hematicos (eritrocitos policromaticos EPC, EMN, EPN, recuento
leucocitario y relacion H/L) en dos especies de gorriones de pastizal (Ammodramus
savannarum y Centronyx bairdii) y determinar si estos valores constituyen evidencia de

exposicion a sustancias contaminantes.

METODOS

Area de estudio

El estudio se desarroll6 en la localidad de Canutillo en la region conocida como Cuchillas
de la Zarca, Durango; ubicada entre las coordenadas geograficas extremas 25° 20’ 00” y
27° 00’ 00” de latitud Norte y 105° 50’ 00” y 104° 25’ 00” de longitud Oeste, en el norte de
Durango, el area de estudio colinda con el limite sur de Chihuahua y corresponde a parte
del Desierto Chihuahuense. Cuchillas de la Zarca es una region prioritaria para la
conservacion de Pastizales (APCP), la cual durante el otofio e invierno recibe un gran

namero de aves invernantes (Arriaga et al., 2000).
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Figura 1. Localizacion del area de estudio en Cuchillas de la Zarca, Durango, México.

Figure 1. Location of the study area in Cuchillas de la Zarca, Durango, México

Descripcion de los organismos

El gorrién de Baird (Centronyx bairdii) se reproduce en el sur de Canada y norte de los
Estados Unidos, inverna en Arizona, Nuevo México y Texas y en México en los estados
de Chihuahua, Sonora, Durango y Coahuila. El gorrion chapulin (Ammodramus
savannarum) se reproduce desde el sur de Canada hasta el norte de México, inverna en
México y en la parte oeste de Centro América. Estas dos especies de aves pertenecen a
la familia Emberizidae. Son aves granivoras y poseen un pico con una forma distintiva
(Sierra-Franco et al., 2019). Ambas especies presentan un preocupante decremento
poblacional que se estima de -2.1% para el gorrién de Baird y -2.5% para el gorrion

chapulin (Sauer et al., 2017).

Método de captura
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La colecta de aves se realizo durante la tercera semana de noviembre de 2020, para lo
anterior se utilizaron dos redes de niebla de 12 metros de largo y 2.60 metros de alto,
fabricadas de polyester negro modelo KTX de Avian Research Supplies, AFO, de 36 mm
de malla y la ayuda de nueve personas para usar el método de arreo de las aves hacia
la red (Panjabi & Beyer, 2010) con el permiso de colecta cientifica de SEMARNAT
SGPA/DGVS/05450/20.

A cada individuo capturado se extrajo una muestra de sangre (0.75 pL aproximadamente
equivalente a una o dos gotas) mediante puncién de la vena braquial/ulnar con una
jeringa de insulina U-100 con aguja (sin espacio muerto) 1 mL 29GX 13 mm. Para cada
ejemplar colectado se realizaron dos frotis sanguineos utilizando un portaobjetos
previamente limpio, desengrasado y codificado, dejando secar al aire libre.
Posteriormente los frotis fueron trasladados al Laboratorio de Apoyo al Diagndstico de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Juarez del Estado de
Durango donde las fueron fijados en etanol al 80% durante 10 minutos y posteriormente
se tifieron. Los frotis sanguineos fueron teflidos con hemocolorante rapido (Diff-Quik =
DQ) durante 30 segundos en cada una de las tres soluciones, posteriormente fueron
lavadas las muestras con agua destilada y los secamos al aire libre. Para la tincién de
anaranjado de acridina (AC) se prepar6 1 litro de buffer dividido en dos cajas coplin, la
primera con AC y la segunda Unicamente con el buffer, dejando tefiir 10 minutos en la
primera caja y enjuagando en la segunda caja coplin por 10 minutos y dejando secar los

frotis (Torres-Bugarin et al., 2014).

Para el conteo diferencial leucocitario y posteriormente obtener el indice H/L se
contabilizaron 100 leucocitos por organismo con el microscopio 100x (VanGuard modelo
1400 Fli series), para los frotis tefiidos con AC se utilizé el mismo microscopio (100x)
haciendo uso de la lampara para fluorescencia. Por cada tincion se cuantificaron 10,000
eritrocitos totales (ET) en los que se identificaron la frecuencia de eritrocitos
micronucleados (EMN), eritrocitos con prolongaciones nucleares (EPN) y eritrocitos
policromaticos (EPC) (Clark, 2015).
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Analisis estadistico

Para cada variable de estudio (frecuencia de EMN, EPN, EPC, porcentajes de cada uno
de los grupos leucocitarios y la relacion H/L) se calculé el promedio y desviacion estandar,
asi como los supuestos de normalidad, posteriormente se realizaron comparaciones
entre especies (Tukey a=0.05). Los datos de las variables de estudio fueron organizados
en una hoja electronica (Microsoft Excel®) y para el analisis estadistico se uso el

programa Minitab® 18.
RESULTADOS Y DISCUSION

Durante la semana de muestreo en Cuchillas de la Zarca, Durango, México, colectamos
57 ejemplares, de los cuales 34 corresponden a Ammodramus savannarum y 23 a

Centronyx bairdii.
Frecuencia de EPC, EMN, EPN

Para la especie A. savannarum la frecuencia de EPC (1000 ET) fue de 97.3 + 27.6. Las
frecuencias basales (10 000 ET) de EMN fue de 10.7 £ 6.1 y EPN 27.7 + 12. Para C.
bairdii EPC (1000 ET) 103.2 + 21.1. Las frecuencias (10 000 ET) de EMN y EPN fueron
8.4 £ 8.6 y22.2 £ 10.6. No observamos EPC con micronucleos ni con prolongaciones

nucleares en los frotis sanguineos de ambas especies.

Los eritrocitos de las aves tienen un periodo de vida de 20 a 45 dias, los EPC son
eritrocitos jovenes que han sido liberados a la circulacion de manera temprana, y por lo
tanto se observan mas grandes comparados con los eritrocitos maduros (Clark et al.,
2009). Con la tincién de naranja de acridina, los EPC se tifien de color rojo, lo que facilita
su identificacion cuando se pretende contarlos en pruebas de periodos cortos de
exposicion (Hayashi, 1990). Adicionalmente Martinez Quintanilla y colaboradores (2017)
sugieren que en aves con EPC mayores a 100/1000 ET se puede usar como biomarcador

la frecuencia de EPC con micronucleos cuando se sospecha de exposicion a
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contaminantes genotoxicos en periodos cortos (alrededor de 24 horas), por lo anterior la
ausencia de anormalidades en los EPC de las aves de nuestro estudio indican que no

han sido expuestas a compuestos genotoxicos.

Los microndcleos se identificaron como masas similares al ndcleo, pero de menor
tamafo, completamente separados de este, pero dentro del citoplasma del eritrocito.
Cuando se observa un numero de 6 o mas EMN/10,000 ET se considera que el bazo no
tiene un estricto control sobre estas células y, por lo tanto, al exponerse a sustancias
genotoxicas, el numero de EMN se incrementara (Torres et al., 2019). Cuando se observa
lo anterior se reconoce que estas especies son susceptibles a dafio genotoxico y pueden
ser propuestas como biomonitores mediante el uso de la prueba de microndcleos
(Zaniga-Gonzalez et al., 2001).

Las prolongaciones nucleares (PN) son estructuras similares a los micronucleos (MN) en
la forma y tamafio, que, a diferencia de los MN, estan vinculados con el nucleo principal
de la célula por un hilo o hebra de cromatina (Fenech y Crott, 2002). La formacion de
EPN esta relacionada al origen de los EMN por lo que ambas mediciones pueden ser
utilizadas como biomarcadores de exposicion a sustancias genotoxicas (Serrano-Garcia,
2001). Es dificil establecer comparaciones de los EPN observados en las aves de nuestro
estudio (A. savannarum 27.7/10,000 ET y C. bairdii 22.2/10,000 ET) con otras especies
debido a que el valor de este biomarcador es altamente variable, por ejemplo en el ganso
nevado (Anser caerulescens) Martinez-Quintanilla (2014) report6é 249.2/10,000 ET, para
el perico frente amarilla (Aratinga canicularis) se observaron 91.7/10,000 ET (Gémez-
Meda, 2006) y en el pagalo antartico (Stercorarius maccormicki) 0.71/10,000 ET (Kursa
y Bezrukov, 2007).

Diferencial leucocitario y relacion Hetero6filo /Linfocito (H/L)

Al comparar los valores promedio de cada tipo de leucocitos, se observé que ambas
especies incluidas en este estudio presentan valores similares (p > 0.5). En el analisis

de los frotis sanguineos de estas aves los linfocitos fueron los leucocitos mas abundantes,
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para A. savannarum (48% = 21.2) y para C. bairdii (45.8% * 19.8). Campbell (2014),
destaca que algunas especies paseriformes son linfociticas, posiblemente debido a su
naturaleza migratoria, lo que significa que someten su sistema inmunoldgico a multiples
factores como cambios climéticos y un gasto energético mayor, por lo que generan una
respuesta adaptativa para producir una mayor cantidad de linfocitos. Norris y Evans
(2000) coinciden al mencionar que las aves desarrollan actividades energéticamente
exigentes durante la migracion, ya que tienen que afrontar muchos retos durante los
meses de invierno, incluida la competencia por los recursos y, en algunos casos, el
establecimiento y defensa de territorios la energia disponible puede variar segun la
calidad y disponibilidad de alimentos, competencia por recursos, depredacién, clima y
exposicibn a nuevos patdogenos en sitios de descanso o lugar de migracién (Carbo-
Ramirez & Zuria, 2015; De Ledn-Mata et al., 2020). En un sentido opuesto la linfopenia
es la disminucion de linfocitos presentes y tiene como resultado inmunosupresion, la cual
puede deberse en su generalidad a infecciones (Demina et al., 2019), en el caso de ser
relativa aunada a heterofilia se presenta cuando el ejemplar tiene infecciones virales

severas 0 agudas (Galvez-Martinez et al., 2009).

Los heterdfilos son granulocitos presentes en el sistema inmune de las aves, estos son
los primeros agentes contra infecciones bacterianas, virales y parasitarias (Martinez-
Quintanilla et al., 2017). Para A. savannarum se observaron 23.5% + 13.6 y para C. bairdii
32.9% * 16.41, ambos valores en el rango observado para otras especies de aves
(Cuadro 1). El aumento en el conteo sanguineo de estas células es denominado como
heterofilia, la cual corresponde a la respuesta del sistema inmune inespecifico a una
infeccion o dafo tisular (Demina et al., 2019), mientras que la heterofilia por estrés es el
resultado del aumento de corticoesteroides o excitacion de las aves al igual que los

procesos inflamatorios e infecciosos agudos (Galvez et al., 2009)
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Cuadro 1. Valores de referencia del diferencial leucocitario (%) en algunas especies de

aves.

Table 1. Reference values of the differential of leukocytes (%) in some species of birds.

Heter6fil Linfocit Monocit Eosinéfil Basofil

Especie Referencia

0 0 0 0 0
Psittacus erithacus 45-75 20-50 0-3 0-2 0-5 (Gélvez et al., 2009)
Cacattas (Cacatua spp.) 45-75 20-50 0-4 0-2 0-5 (Gélvez et al., 2009)
Guacamayos (Ara spp.) 28-95 2-72 1-15 1-5 2-5 (Gélvez et al., 2009)
Canarios (Serinus spp) 20-50 40-75 0-1 0-1 0-5 (Galvez et al., 2009)

Periquitos  (Melopsittacus

45-70 40-75 0-1 0-1 0-5 (Galvez et al., 2009)
spp)
Nymphicus hollandicus 40-70 25-55 0-2 0-2 0-6 (Osofsky et al., 2005)
Amazona leucocephala 23-65 34-68 0-3 0-0 0-2 (Pifeiro et al., 2009)
Athene cunicularia 36 40 1 22 1 (Cavalli et al., 2018)
] . (Carb6-Ramirez & Zuria,
Spizella pallida 8.2 52.5 9.3 0.2 24.6
2015)
) ) (Carbo-Ramirez & Zuria,
Spizella passerina 10.30 43.30 12.80 0.30 33.40
2015)
) ) (Carbo-Ramirez &  Zuria,
Spizella atrogulari 20.60 37.50 12.90 1.00 28.50
2015)
Ammodramus savannarum 4-58 16-86 2-46 0-22 0-16 Este estudio
Centronyx bairdii 28-73 45-85 21-38 2-8 0-10 Este estudio
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Los monaocitos presentaron un citoplasma mas abundante que las células anteriores y en
ocasiones con presencia de vacuolas citoplasmaticas, posee un sélo nucleo y no contiene
granulos en su citoplasma. Los valores observados para A. savannarum fueron de 21.8%
+11.5 y para C. bairdii 16.5% + 12.1. Parece ser que los valores de estas células es
ampliamente variable en especies de aves aparentemente sanas (Cuadro 1), sin
embargo niveles superiores se pueden considerar como monaocitosis relativa o absoluta,
posiblemente causada por infecciones crénicas tales como clamidia, micobacterias y

fungicas (Galvez et al., 2009).

Los eosindfilos se diferencian de los heterdfilos por su forma redondeada, nucleo claro
con moteado obscuro y presencia de granulos en el citoplasma, la presencia de estas
células es relativamente baja (del 0 al 2%) (Galvez et al., 2009). Para las especies de
nuestro estudio se observaron 4.7% + 5.8 en el A. savannarumy 2.3% = 2.5 en C. bairdii
ambos valores son similares a los mostrados por otras especies de aves (Cuadro 1). Un
conteo con alta frecuencia de eosindfilos denota infecciones parasitarias tales como
giardiasis, ascaridiasis, y cestodiasis, en cuanto a las alergias puede presentarse bajo
condiciones de dermatitis o hipersensibilidad respiratoria o dafio a tejidos por cambios en
la histopatologia, sin embargo, estos padecimientos no siempre se encuentran asociados
a una eosinofilia periférica (Galvez et al., 2009). La presencia de eosinoéfilos en sangre
periférica es rara, sin embargo; se tiene reportado que el decremento 0 eosinopenia se
da en aves de corral bajo estrés calérico debido a que estas células participan en la fase

inicial para contrarrestar la respuesta al estrés agudo (Diaz et al., 2016).

El conteo de células basbfilas en sangre periférica es ampliamente variable entre las
diferentes especies de aves (Cuadro 1), algunos autores reportan que son células
leucociticas de baja frecuencia (0 a 5%). (Galvez et al., 2009). Para la especie A.
savannarum observamos 1.9% + 3.5 y para C. bairdii 2.4% + 3.6. Su morfologia se
distingue por poseer granulos rojizos en el citoplasma con el nucleo agrandado y granular
en tonos oscuros, aunque su funcion exacta no se encuentra documentada; los baséfilos

incrementan las respuestas de memoria de anticuerpos, estos generan proteinas como
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las inmunoglobulinas (lg) tal como la IgE e histaminas en respuesta a cargas parasitarias,
alergias y procesos inflamatorios respectivamente (NIH, 2014). La presencia elevada de
los basofilos o basofilia en las aves esta relacionada a infecciones respiratorias, mientras
niveles bajos (basopenia) en aves no se encuentra documentada (Galvez et al., 2009),
sin embargo; se produce como respuesta a reacciones de hipersensibilidad aguda,
infecciones y tirotoxicosis (Thonnard-Neumann, 1961), esta ultima puede tener efectos
sobre la regulacion de las hormonas T3y T4 (Malarkey et al., 2013) las cuales influyen
sobre el plumaje de las aves y vulnerabilidad desencadenada a patégenos.

Como ya hemos mencionado, en las aves, el numero y la proporcién de células
leucocitarias reflejan la salud de los individuos y por ende de la poblacion en general, sin
embargo, la proporcion en los valores leucocitarios pueden diferir entre especies, de vida
libre o cautiverio, sexo y edad, incluso entre aves residentes o migratorias (Campbell,
2007; Carbo-Ramirez & Zuria, 2015).

Los valores de la relacion heterofilo/linfocito para A. savannarum (0.5) y C. bairdii (0.7)
fueron similares a los descritos para otras especies de aves pequefias tanto en cautiverio
como silvestres (Baesse et al., 2015). Es importante considerar que la respuesta inmune
puede ser medida a través de los valores leucocitarios y la relacion heterofilo/linfocito,
gue se alteran cuando se produce la respuesta de defensa ante agentes extrafios, por lo
cual siempre es posible que un aumento o disminucion de un tipo leucocitario en particular
sea consecuencia de que las aves estan implicadas en algun proceso infeccioso no

determinado, o recuperandose de él (Demina et al., 2019).

CONCLUSIONES

Se obtuvieron las frecuencias basales de biomarcadores hematicos para gorriones de las
especies A. savannarum y C. bairdii cuyas poblaciones estan disminuyendo. La

frecuencia observada de EPC y EMN sugiere la posibilidad de usar este tipo de células
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como biomarcador cuando se sospecha de exposicion a genotoxicos. En el analisis de
los EPC de ambas especies no se observaron anormalidades lo cual puede significar que
estos organismos no se han expuesto a compuestos genotoxicos. Las frecuencias
basales de EMN y EPN son similares a las reportadas en otras especies de aves
aparentemente sanas. El conteo de células leucocitarias y la relacion heterdfilo/linfocito
también present6é cierta correspondencia con los valores reportados en diferentes
especies de aves, sin embargo, es importante reconocer que los valores de estos
biomarcadores hematicos son altamente variables cuando se trata de establecer
comparacion con otras especies de aves, debido a diversos aspectos biolégicos como si
se encuentran en vida libre o cautiverio, sexo y edad, incluso entre aves residentes o
migratorias, por esta razon se recomienda ampliar este tipo de estudios para generar

valores de referencia mas robustos para estos biomarcadores.
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CAPITULO lIl. MATERIALES Y METODOSANEXOS

ANEXO |. CRONOGRAMA

MES
ACTIVIDADES
EFMAMIJIJA DEFMAMIJJASOND

Certificado de Idioma de inglés X
Elaboracién de protocolo X X X X
Actividad/curso materias X X X X X X X X X X X X X X
Visitas preliminares a zona de X
muestreo
Estancia académica en UJED X
Muestreos
Procesamiento de las muestras X X
Andlisis de datos. X X X
Busqueda y lectura de bibliografia X X X X X X X X X X X X X X
Reunion semestral de comité X X X X
Elaboracion del documento tesis X X X X X XX X X X X X XX
Preparacion y envio de articulo X X X X X X X

especializado.
Revisién de borrador de tesis por el
tutor principal

Solicitud de jurado de Examen de
Grado (después de aprobar la
Candidatura)

Entrega de documento final de tesis al
jurado, revisado por tutor principal.

Preparacién/presentacion de Examen
de Candidatura

Tramites administrativos para examen
de grado.

Obtencidn del grado

72



ANEXO Il. MATERIAL Y EQUIPO

Material Unidades EXistencia Uso
Microscopio optico 1 pza Disponible  Laboratorio
Microscopio fluorescente 1 pza Falta Laboratorio
Jeringas de insulina 100 pza Falta Campo
Capilares con EDTA 100 pza Falta Campo
Bolsa de algoddn 2 pzas Disponible ~ Campo
Alcohol 2 litros disponible Campo
No hay, solo Campo
portaobjetos
Portaobjetos esmerilados isencnlos de
0s cuales
se tiene 150
280 pzas pz
Cubreobjetos 280 pzas 200 Laboratorio
. . Disponible Campo y
Agua destilada (garrafon) 1 Pza Laboratorio
Potenciometro 1 pza Disponible  Laboratorio
. . ) Disponible Campoy
Fosfato monobasico de sodio monohidratado - Laboratorio
gr
Fosfato de sodio dibasico anhidro Disponible Campo y .
7qr Laboratorio
- Falta Campo y
Acridina 3gr Laboratorio
Disponible Campoy
0,
Etanol al 80% 1L Laboratorio
L, . . Falta Campoy
Solucién Wright- Giemsa 1L Laboratorio
Aceite de inmersion 100 mL  Disponible  Laboratorio
Hielera 1 pza Disponible ~ Campo
Marcador Marienfiel 1 pza Falta Campo
. . Falta Campoy
Caja Coplin 2 pzas Laboratorio
Matraz (1L) 4 pzas Disponible  Laboratorio
. Disponible Campoy
pipetas de 3 mL 4 pzas Laboratorio
Bascula gramera (para campo) 1 pza Falta Campo
Bascula de laboratorio 1 pza Disponible  Laboratorio
Guantes de latex Disponible  Campoy
2 cajas Laboratorio
Falta Campoy
Papel estraza 1 rollo Laboratorio
Falta Campoy

Gradillas para transporte de porta objetos (capacidad de 100 pz) 3pza

Laboratorio
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Piseta capacidad de 1 L

Parafilm

2pz
1 paq.

Disponible

Disponible

Campoy
Laboratorio
Laboratorio
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