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RESUMEN

En la actualidad las actividades humanas tienen un impacto tanto en los
ecosistemas como en las especies que en estos habitan, debido a la fragmentacion del
hébitat, por lo que las especies responden a los cambios en su entorno. El presente trabajo
se abordo desde el punto de vista fisiol6gico, como la alteracion en el ambiente afecta a
una especie endémica y con distribucion restringida como lo es Peromyscus melanocarpus.
Tomando a las hormonas esteroides (HE) como indicadores reproductivos ademas de
valorar indicadores del metabolismo intermediario (IMI), ambos para ser usados como
indicadores de alteracién ambiental, los cuales se valoraron en plasma y en heces. Este
estudio se llevo a cabo en la comunidad de Santiago Comaltepec, Sierra Madre de Oaxaca
en dos localidades; el Relampago que pertenece a una Area Comunal Protegida (ACP) y en
la Esperanza catalogada como localidad alterada. La cuantificacion de las HE se realizo
mediante inmunoensayos (EIA) y los IMI por medio de métodos enzimaticos utilizando kits
comerciales. Los contenidos de las HE y los IMI no presentaron diferencias significativas en
las localidades, lo que indica que aunque haya modificaciones en el héabitat el
comportamiento endocrino y metabdlico es muy similar por lo que su fisiologia no se ve
afectada ya que el organismo es capaz de obtener lo necesario para subsistir. Por otro lado
el menor numero de hembras y machos capturados asi como la menor actividad
reproductiva de la especie en la localidad alterada, es un reflejo del grado de perturba cion,
por lo que la especie puede ser indicadora de alteracion. Las concentraciones de las HE y
de los IMI varia dependiendo de la condicién reproductiva por lo que en las hembras el
contenido de las HE fueron mayores en las gestantes con respecto a las la ctantes, la
presencia de hembras reproductivas en el primavera, verano e invierno, indican que las
hembras fuesen poliestricas no estacionales, en los machos la concentracion de
testosterona (T) estuvo presente en la transcurso del afio, aunque es baja en | os individuos
no reproductivos comparados con los que presentaron testiculos escrotados catalogados
como reproductivos. Lo que pudiera indicar que P. melanocarpus puede reproducirse
durante todo el afio. Los IMI en la lactancia se incrementan considerableme nte con
respecto a las hembras gestantes, ya que la produccion de leche requiere de un mayor
gasto energético, cabe recalcar que los requerimientos energéticos no son tan evidentes en
los machos. La validacion fisiolégica que fue cuantificar indicadores en el mismo individuo
en plasma y en heces demuestran que el uso de estas ultimas proporciona un valioso
método no invasivo, para obtener informacién ecofisiol6gica de especies en vida libre con lo

cual coadyuvar a su manejo y conservacion.

PALABRAS CLAVE: Area Comunal Protegida, Peromyscus melanocarpus, Hormonas

Esteroides, Indicadores del Metabolismo Intermediario, Santiago Comaltepec, Oaxaca.



ABSTRACT

Nowadays, human activities have an impact on both ecosystems and the species
that inhabit them, due to habitat fragmentation. Therefore, these species respond to the
changes in their environment. The present research was developed from the physiological
point of view, how environment alterations affect an endemic and restricted -distribution
species such as Peromyscus melanocarpus. Taking steroid hormones (SHs) as
reproductive indicators, as well as assessing intermediate metabolism indicators (IMIs), both
to be used as environmental alteration indicators, which were quantificated in plasm and
feces. The study was carried out in the community of Santiago Comaltepec, Sierra Madre de
Oaxaca, in two localities: El Relampago, which belongs to a Protected Community Area
(ACP) and La Esperanza, deemed as an altered locality. Quantification of SHs was realized
by means of immunoassays (EIA) and IMIs were quantificated through enzymatic methods
using commercially available kits. The contents in SHs and IMIs did not present significant
differences between localities, which shows that, although there are modifications to the
habitat, endocrine and metabolic behavior is quite similar, therefore, their physiology is not
affected, as the organism is capable of obtaining what it needs to survive. On the other
hand, the reduced number of females and males captured, as well as the reduced
reproductive activity of the species in the altered locality reflects the disturbance degree, so
the species can be an alteration indicator. SHs and IMIs concentrations vary depending on
the reproductive condition, thus, in females, the SHs content was greater in pregnant
females than in lactating females. The presence of reproductive females in spring, summer
and winter shows that the foresaid are poliestral non-seasonal females. In males,
testosterone concentration (T) was present in the cours e of the year, although it's low in
non-reproductive individuals compared to the ones that presented testicles with scrotum
deemed as reproductive. This could indicate that P. melanocarpus is able to reproduce
during all the year. During lactation, IMIs increase considerably with respect of pregnant
females, as the milk production requires a greater energetic expenditure. It's worth noting
that energetic requirements are not so evident in males. The physiologic validation that
constituted the quantification of indicators in the same individual in plasm and feces
demonstrate that the use of the latter provides a valuable non -invasive method to obtain
ecophysiological information from wild species, which contributes to their management and

conservation.

KEY WORDS: Protected Community Area, Peromyscus melanocarpus, Steroid Hormones,

Intermediate Metabolism Indicators, Santiago Comaltepec, Oaxaca.
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|. INTRODUCCION

Entre las doce provincias fisiograficas en que se divide el Estado de Oaxaca (Ortiz-
Pérez et al., 2004), la Sierra Madre de Oaxaca (SMO) presenta uno de los gradientes
altitudinales mas significativos de México con importantes variaciones climaticas (Alvarez,
1997) y alta diversidad bioldgica (Briones - Salas, 1999). De hecho, por la composicion de la
flora y la fauna que la habitan, Rzedowski y Palacios (1977), proponen que la SMO
constituyd un refugio durante el Pleistoceno para muchas es pecies, sobretodo para
aquellas que habitan el bosque mesdfilo de montafia (BMM) resultando en comunidades
muy diversas (Briones, 1999). De acuerdo con Briones col. (2004), esto explicaria el
namero de taxa endémicos de Oaxaca, en la SMO se tienen registradas 15 especies de
mamiferos endémicos de las cuales, 10 se encuentran en el BMM (Briones, 1999).

La SMO ademas de presentar una riqueza bioldgica, también cuenta con una
enorme diversidad sociocultural (Ortiz-Pérez et al., 2004), por lo que la conservacion de las
especies es un asunto complicado ya que en el 80% del territorio estatal es propiedad
comunitaria, al igual que 95 % de los bosques y selvas junto con los recursos faunisticos
que contienen. El gobierno federal ha decretado menos del 4% del territorio como Areas
Naturales Protegidas siendo esa extension insuficiente para proteger los recursos biéticos;
por lo que las comunidades han establecido Areas Comu nales Protegidas (ACP),
implementadas a partir de un proceso comunitario de ordenamiento territorial (Pérez, 2004),
en el cual constituye estrategias de conservacion de la biodiversidad.

Por lo que es importante adoptar estrategias que permitan la proteccion integral de
los ecosistemas y con ello, sus componentes biol6 gicos. Para lograrlo, se requiere
informacién sobre la respuesta que los organismos presentan a diversas variables como la
heterogeneidad del hébitat y los cambios en el entorno natural principalmente el caso
concreto de los roedores, que es el objeto de estudio del presente trabajo, el obtener
informacién sobre su biologia reproductiva y metabdlica, nos puede ayudar a evaluar el
impacto que la accién humana tiene sobre ellos.

Se consideraron a los roedores por que desempefian un papel ecolégico muy
importante como dispersores esto debido a sus habitos alimenticios, como depredadores de
semillas y plantulas, ademas por que inciden en la estructura y funcion de las comunidades
vegetales (Ceballos y Miranda; 1986, Ceballos, 2005). Pero al ser su entorno modificado
especialmente en el estrato herbaceo, algunas especies son intolerantes a estos cambios al
tener requerimientos altamente especializados por lo que pueden llegar a extinguirse
localmente (Garcia-Estrada et al., 2002 y 2004).



En este escenario, es interesante preguntar cual ha sido el efecto de las actividades
humanas cotidianas sobre aquellas especies endémicas, que se encuentran restringidas a
un ecosistema como el BMM, y asi constatar si en efecto pudiesen estar siendo afectadas

por los cambios en su entorno.

Este es el caso de Peromyscus melanocarpus Osgood, 1904 (Fig. 1), una especie
de raton de campo monotipica con una distribucion restringida y exclusiva d el centro—norte
del Estado de Oaxaca, en donde se distribuye de manera discontinua (Fig. 2) en el cerro
Zempoaltepec y en la ladera norte de la Sierra de Juarez, las cuales estan separadas entre
si por el Valle del Rio Cajones (Rickart y Robertson, 1985; Cervantes et al., 1993). En
ambos sitios, la especie habita entre los 900 y los 2800 m, en e special dentro del BMM,
pero también ocurre en el bosque colindante de pino y encino (BPE), siempre que la
vegetacion sea exuberante; su preferencia por estos tipos de hébitat, probablemente se

deba a la disponibilidad de recursos alimenticios a lo largo d e todo el afio (Robertson, 1975;

Figura 1. Peromyscus melanocarpus. (Fotografia tomada por M. Valdez).
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Figura 2. Mapa de la distribucion geografica de Peromyscus melanocarpus en las regiones

de Oaxaca: 1. Cerro Zempoaltepec; 2. Sierra de Juarez (Rickart y Robertson, 1985).



La informacion que se tiene sobre la reproduccion de este roedor, indican que su
crecimiento es lento, en comparacion con otras especies del género Peromyscus y se
piensa que el apareamiento es monégamo (Rickart, 1977; Rickart y Robertson, 1985);
ademas, se ha observado que su poblacidon aumenta entre los meses de marzo a julio, justo
cuando es la transicion de la época de secas a la de lluvias, aunque quizés se reprod uzca
durante todo el afio, produciendo 1-3 crios en promedio, al cabo de un periodo de gestacion
estimado de 30 dias (Rickart y Robertson, 1985).

Esta especie al tener ciertas preferencias a ambientes exuberantes se podria ver
afectada a cambios en su entorno, ya que es sabido que la variacién temporal y espacial de
las condiciones abidticas tales como el fotoperiodo, la temperatura, la precipitacion pluvial
repercuten tanto en la actividad reproductiva y en la disponibilidad de aliment o (Sadleir,
1969; van Tienhoven, 1983; Bronson, 1989) lo que influye directamente en la distribucion
de las poblaciones animales y de manera directa sus ciclos de vida (Brown y Gibson, 1983;
Rosenzweig y Winakurt,1969. Citado en V azquez et al., 1999). De hecho, dentro de su ciclo
de vida en los roedores como en todos los organismos, la reproduccion es considerada muy
importante, ya que determinan la abundancia y estructura de sus poblaciones (Smith y
Smith, 2001).

La reproduccion es una actividad costosa en términos energéticos que incide sobre
el balance metabdlico. Por lo tanto, generalmente este proceso se lleva a cabo durante la
estacion en que la accesibilidad a los recursos alimenticios sea maxima, especialmente en
localidades en donde su abundancia es variable a lo largo del afio. En este sentido, algunas
especies de roedores despliegan diferentes patrones poblacionales, acordes a la

estacionalidad de las condiciones ambientales (Merritt et al., 2001).

Por lo que el presente trabajo se abordo desde el punto de vista fisiol6 gico, como la
alteracion en el ambiente afecta a una especie endémica en su reproduccion (perpetuacion)
y en su metabolismo (subsistencia), por lo que se utilizaron hormonas esteroides -HE- (v.
gr., progesterona P4, estradiol E2 y testosterona T) como indi cadores reproductivos,
ademas de valorar indicadores del metabolismo intermediario -IMI- (v. gr., carbohidratos =
glucosa; lipidos = triglicéridos, y proteinas = urea), y tomandolos como indicadores de
alteracibn ambiental, cuantificandose en plasma y en las heces. La idea subyacente
consiste en analizar si la alteracion de las condiciones ambientales ocasionaba una
respuesta analoga (v. gr., diferencias en el metabolismo intermediario, en los niveles de
hormonas esteroides) al efecto que las diferentes co ndiciones ambientales (v. gr., falta de
reproduccion, disminucién en el nimero de partos y de crios) en los sitios en que ocurre la

especie (Garcia et al., 2004).



Los individuos al estar sometidos a diferentes entornos que podrian ser factores del
estrés en este estudio también se documentara el comportamiento de un glucocorticoide en
este caso el cortisol que es un indicador de estrés (IE) fisiologico por que ajusta el
metabolismo a satisfacer las mayores demandas impuestas por una situacion estresante
(Lehninger, 1991) y dar una inferencia del estrés fisiolégico durante la época reproductiva,
en las dos localidades con diferentes posibilidades de disponibilidad de los recursos.

1.1. Indicadores Reproductivos: Hormonas Esteroides (HE).

En los mamiferos, la reproduccién esté relacionada con la funcién de las génadas,
en las cuales se lleva a cabo la gametogénesis y la produccion de hormonas esteroides
(HE). La sintesis de HE se inicia con la biotransformacion del colesterol en pregnenolona
(P5), de la cual, a su vez, se biosintetizan todos los esteroides, incluyendo los
costicosteroides y las hormonas esteroides sexuales (HES, Salame -Méndez et al., 2004).
Las HES regulan diferentes procesos en la biologia reproductiva de las especies, tales
como el desarrollo de caracteres sexuales secundarios a la pubertad y el despliegue de
conductas de cortejo durante la época de apareamiento en la adultez, entre otros. Estas
hormonas se clasifican, tanto por sus caracteristicas fisico -quimicas como por su funcién,

en andrégenos, estrégenos y progestinas.

Los andrégenos son las hormonas sexuales masculinas, responsables
principalmente de la virilizacion, la espermatogénesis, asi como de otros procesos
relacionados con el ciclo reproductivo del macho; ademas, de que tienen una accion
anabdlica, especialmente en la masa muscular y los huesos. El indicador de la funcién
reproductiva en los machos mas cominmente usado, es la testosterona (T) por su accion
reguladora sobre etapas especificas de la espermatogénesis. Este como los demas
androgenos, son producidos principalmente por las células de Leydig del tejido intersticial
del testiculo (Harper, 1971, Salame-Méndez et al., 2004; Moyes y Schulte, 2007).

Los estrogenos y las progestinas, son hormonas sexuales femeninas, entre otros
procesos ligados al ciclo reproductivo de la hembra los primeros propician la feminizacion y
la ovogénesis, ademas de inducir la proliferacion celular sobre el ovario, el endometrio y las
mamas, las segundas son importantes en la induccién y permanencia de los cambios que
asociados con el embarazo, ya que revierten los efectos de los estrogenos del cuerpo (i. e.,
accion antiestrogénica) e inhiben la produccion de esteroides sexuales en las génadas ( i.
e., accion antigonadotropica). Los indicadores de funcién reproductiva mas comidnmente
usados en las hembras para estrdgenos y progestinas son, respectivamente, el estradiol
(E2) que estimula la ruptura del foliculo durante el proceso de la ovulacion y la
progesterona (P4) que coadyuva a la implantacion del em brion sobre el endometrio
(Salame et al., 2004). Estas dos HES coordinadamente con las gonadotropinas (hormona



estimulante del foliculo y hormona luteinizante, FSH y LH, por sus siglas en inglés,
respectivamente) regulan el ciclo estral o menstrual en dond e se incluye la foliculogénesis y
la ovulacion (van -Tienhoven 1983; Bronson 1989,), asi como el facilitar la migracion del
embridn por el endometrio (Surani 1977 ; Gorbman et al., 1983. Citado en Soto et al., 2004).

La produccion de HES va independencia de las tanto de la edad como de la
condicion reproductiva en la que se encuentre el individuo, denominado perfil ontogenético
(Salame-Méndez et al., 2005).

Existen métodos analiticos que permiten valorar las concentraciones de HES en
diversos tejidos y los cambios que se detectan ayudan a comprender mas sobre la biologia
reproductiva de las especies animales, pues facilitan informacion referente a los procesos
endocrinos implicados (Valdespino et al., 2007). Asi, las mediciones de HE en plasma
sanguineo permiten registrar cambios en tiempos cortos (minutos), bajo condiciones
fisiologicas y/o experimentales a las que se someten los individuos. En los machos, por
ejemplo, esta informacion resulta Util para esclarecer la funciéon endocrina testicular. Si a
esto se suma la valoracion de la hormona nativa, o de sus metabolitos, en fluidos
corporales como la orina o las heces fecales, es posible determinar el tiempo en que la
hormona permanece en el individuo, después de ser secretada en el torrente circulatorio;
ademas, si el resultado representa la acumulacion de la hormona y/o de sus metabolitos en
periodos de tiempo largos (horas) también se puede evaluar indirectamente la funcion
gonadal (Valdespino et al., 2007). Mas aln, a partir del reciente desarrollo de téc nicas no
invasivas, los investigadores han podido monitorear condiciones fisiolégicas en especies
animales tanto de interés pecuario como silvestres. Esto ha permitido descartar el estrés
excesivo que ocasionan las técnicas para la obtencion de sangre, al mismo tiempo que
resuelve el delicado problema de trabajar con especies amenazadas o en peligro de
extincion (Valdespino et al., 2007).

En los roedores, se ha analizado la dindmica poblacional mediante el registro
espacio-temporal del nimero de individuos, arreglados de acuerdo con su sexo y edad, que
fueron recolectados en un hébitat a través de cierto tiempo (Romero -Almaraz et al., 2000).
Con base en esa misma visién espacio-temporal, se han desarrollado trabajos para
determinar la produccion y contenido de HE en especies de Peromyscus para examinar la
dindmica reproductiva de roedores silvestres (Salame -Méndez et al., 2003, 2004, 2005); en
estos trabajos, se ha propuesto el uso de técnicas no invasivas como una alternativa para
explorar y documentar la relacion entre el habitat, la conducta y la fisiologia reproductiva en
estos animales. Investigaciones recientes ya han arrojado resultados a favor de este
método no invasivo en una variedad de 6rdenes de mamiferos y aves (Tell, 1997; Good et
al., 2003; Mateo y Cavigelli, 2005; Valdespino et al., 2007).



1.2. Indicador de Estrés (IE).

Los glucocorticoides también llamados hormonas del estrés, estan implicados en
una variedad de mecanismos fisiolégicos; como el incremento en la produccién de glucosa,
el incremento en la degradacion de proteinas en aminoacidos, el incremento en la
liberacion de acidos grasos del tejido adiposo y la regulacion del sistema inmune y las
respuestas inflamatorias (Moyes y Schulte, 2007). El cortisol es el principal glucocorticoide
en la mayoria de los mamiferos, aunque en algunas de especies de roedores como la rata
noruega (Rattus norvegicus), se sabe que es la corticosterona (Brousset et al., 2005).
Cuando un animal percibe un estimulo como “estresante” ocurren cambios fisiol6gicos en
su organismo para enfrentar el problema lo cual puede estar relacionado con la secrecién y
accion de cortisol y/o corticosterona (Wingfield et al., 1997; Nelson 2000, Romero
2004.Citado en Valdespino et al., 2007). Por lo tanto, la valoracion de cortis ol ha servido
como indicativo del nivel de estrés fisiolégico (Valdespino et al., 2007). Si bien, el inicio de
la actividad reproductiva obedece a estimulos ambientales favorables, su inhibicion en
situaciones estresantes parece tener ventajas que evitan riesgos para el animal en épocas
de alta demanda metabdlica de ahi el valorar el contenido de glucocorticoides como

indicadores del grado de estrés fisiolégico.

1.3. Indicadores del Metabolismo Intermediario (IMI).

Los roedores, asi como todos los organismos vivos, requieren de alimento que les
aporte energia, de tal manera que la ingesta nutricional de un organismo debe aportar los
elementos necesarios para un adecuado balance cal6rico, proteico, hidrico, mineral y
vitaminico. Asi mismo las demandas nutricionales y necesidades energéticas de un animal
dependen de diversos factores; el tamafio corporal, los niveles de actividad, la tasa de
crecimiento, el estado reproductor y la tension ambiental son los factores mas importantes
gue influyen en el indice metabdlico de un animal y, por lo tanto, en la demanda de energia
alimentaria. Estos factores también explican las diferencias en la demanda energética entre
las distintas especies (Randall et al., 2001, Garrido et al., 2005, Moyes y Shulte, 2007).
Todas las reacciones relacionadas con el almacenamiento y la generacion de energia
metabolica y con el empleo de esta energia en la biosintesis de compuestos de bajo peso
molecular y de compuestos de almacenamiento de energia, es lo que se le denomina
metabolismo (Matheus, 2002). Debido a que se lleva a cabo de un modo escalonado, a
través de numerosos eventos intermediarios, se emplea con frecuencia el término de
metabolismo intermediario y los productos que resultan y que actian en ellos, se llaman

metabolitos intermediarios (Lehninger, 1991).



En general, cuando los animales se alimentan de plantas o de otros animales,
obtienen nutrientes a partir de los cuales sintetizan sus metabolitos, transformando las
moléculas organicas que consumen (Matheus, 2002), ya sea que las descompongan en
moléculas mas simples (catabolismo) o que las asocien en moléculas mas complejas
(anabolismo). Los nutrientes que aportan los alimentos se dividen en -- macronutrientes --si
se requieren grandes cantidades diarias (en el orden de gr amos)-- 0 en micronutrientes --si
su requerimiento es minimo (por debajo de los miligramos). Para los macronutrientes, los
animales utilizan tres moléculas principales; las proteinas, los carbohidratos y las grasas,
que constituyen la base de la dieta, ya que participan como sustratos en los procesos
metabolicos para obtener energia (Moyes y Shulte, 2007). Para los micronutrientes, que
incluyen a las vitaminas y a los minerales, s6lo participan en el metabolismo como
reguladores metabdlicos. Junto con el agua, todas estas moléculas deben de estar en el
alimento que consumen los organismos para cubrir los requerimientos nutricionales

necesarios para su crecimiento, desarrollo y reproduccién (Silva, 2005).

Los macronutrientes que pueden medirse, por ejemplo, en la sangre -plasma o
suero-, leche u orina, se les denomina Indicadores Metabdlicos (IM), ya que aportan
informacion sobre el estado relativo de nutricién en que se encuentra el animal con base en
la determinacion de valores fisiol6gicos (Bavera, 2000). L a glucosa suele ser el IM mas
usado para obtener la valoraciéon de los carbohidratos, puesto que es la principal fuente de
energia para el metabolismo celular y se obtiene frecuentemente de la alimentacién
(Vazquez, 2003; Moyes y Shulte, 2007). En general, los carbohidratos representan una
fuente de energia rapidamente disponible por la célula, pues son compuestos relativamente
sencillos y faciles de desdoblar. Los carbohidratos se clasifican de acuerdo al numero de
unidades de azlcar en: monosacaridos (v. gr., glucosa y fructosa); disacéaridos (v. gr.,
sacarosa Y lactosa); oligosacaridos (v. gr., inulina y oligofructosa), y polisacaridos (v. gr.,
almidon, glucégeno y celulosa) (Harper, 1971; Garrido et al., 2005).

Para los lipidos, los IM suelen ser los triglicéridos y el colesterol por su importancia
metabdlica y fisiologica (Harper, 1971). Los triglicéridos constituyen la principal fuente de
energia vital y reserva energética del organismo animal como grasas. Por ello, los
mamiferos como caso particular, utilizan las grasas como reservorios de moléculas
facilmente utilizables para producir energia (Vazquez, 2003). En lo animales el exceso de
lipidos es almacenado en el tejido adiposo subcutaneo, haciendo las veces de aislante
térmico en climas frios, ademas de conferir proteccion mecanica al cuerpo. Ademas, la
acumulacion de grasas precede a la maduracién sexual para conformar caracteres
sexuales secundarios y forma también parte de la preparacion previa para que el animal

realice actividades de alto costo ene rgético como la reproduccion.



Otro IM de los lipidos es el colesterol, molécula precursora -materia prima- para la
biosintesis de: a) hormonas esteroides sexuales (progestinas, andrégenos y estrdgenos)
esenciales en la biologia reproductiva de los verteb rados; b) hormonas corticoesteroidales
(mineralocorticoides y glucocorticoides) imprescindibles para la regulacién, por ejemplo, de
minerales y del metabolismo de monosacéridos y proteinas; c) la vitamina D, compuesto
esencial en el metabolismo del calcio; d) las sales biliares, que son esenciales para la
absorcion de algunos nutrientes lipidicos y la via principal para desechar el exceso de
colesterol corporal. Ademas, el colesterol es un componente estructural muy importante en
las membranas celulares, en las cuales regula propiedades fisico -quimicas como la fluidez;
sin embargo, se encuentra ausente en las membranas intracelulares (Randall et al., 2001,
Véazquez, 2003; Garrido et al., 2005, Moyes y Shulte, 2007).

En el caso de las proteinas uno de los IM utilizado es la urea, la cual se forma en el
higado como producto terminal del metabolismo proteinico de los alimentos en los
mamiferos y en menor medida, de la descomposicion celular. En el metabolismo, el
principal producto final de las proteinas es el am oniaco (NHz) que luego se convierte en
urea (NH,),CO, en el higado y se excreta a través de la orina y heces fecales. Esta urea
eliminada, nos indica la cantidad de nitrégeno aportada por las proteinas ingeridas con los
alimentos. En cuanto a la funcién de las proteinas, no existe proceso biolégico alguno que
no dependa de la participacidn de estos compuestos (Lehninger, 199 1; Randall et al., 2001,
Vazquez, 2003; Garrido et al., 2005; Moyes y Shulte, 2007).

Algunos estados metabolicos son afectados por los requerimientos especificos de
compuestos nutricionales, por ello la determinacién de los principales componentes que
participan en diferentes procesos, constituye una valiosa herramienta en el seguimiento de
las posibles causas del comportamiento reproductivo (Underwood y Suttle, 1999).
Asimismo, se ha postulado que los IM pueden ser una herramienta fundamental para
estudiar el desempefio fisiologico de organismos en condiciones ambientales diferentes
(Campos, 2004). Normalmente, la evaluacion de IM se hace determinando su contenido en
sangre a través de técnicas bioquimicas y por ello se le denomina quimica o bioquimica
sanguinea. Por lo tanto, el estudio bioquimico de la sangre puede ser de gran utilidad para
el conocimiento de la fisiologia y la adaptacio n de las especies al medio (Schreiner et al,
2004); sin embargo, las técnicas de extraccion de sangre en lo general y mas aun en
pequefios roedores son traumaticas e invasivas, implicando dafio o hasta la muerte del
animal (Valdespino et al., 2007). Por eso, en este trabajo, ademas de evaluar los
contenidos de IM en el plasma, se usaran también heces fecales -excretas- con la intencién
de que se pueda establecer un método no invasivo para animales silvestres.



Il. JUSTIFICACION
Tomando en cuenta la importancia de los BMM de Oaxaca, la dificultad para
decretar areas naturales protegidas y el efecto de las actividades de las comunidades
humanas dentro de las ACP, surgié la pregunta de como es que la alteracion de las
condiciones ambientales, especialmente de la vegetacion original, ocasionada por
actividades antropogénicas, pueden afectar a las especies silvestres nativas del BMM,

como es el caso del ratén de manos oscuras: Peromyscus melanocarpus.

Ademas de que existe escasa informacion en general de esta espe cie, en especial
de la reproduccién, salvo lo referente a su comportamiento poblacional (Robertson, 1975),
todos los datos sobre la reproduccion, se han obtenido con animales aclimatados al
laboratorio y alimentados con férmula balanceada (Rickart, 1977; R ickart y Robertson,
1985). El trabajo de Cervantes et al. (1993), acerca de la variacion morfométrica
intrapoblacional, también se realiz6 con organismos capturados en el campo, confirmando
la ausencia de dimorfismo sexual que observd Rickart (1977), aunqu e estos autores
encontraron que el craneo femenino tiende a ser mas conservador que el masculino en
cualquier edad y que los animales adultos viejos y maduros se separaron de los mas
jovenes. Aparte de su distribucion restringida y de lo poco que se conoce acerca de su
reproduccion y de su variacién no-geografica, se desconoce cualquier informacién sobre el
metabolismo intermediario de Peromyscus melanocarpus, como en la mayoria de los

ratones silvestres.

Por lo tanto comprender la dinamica reproductiva y la fisiologia, de las especies
silvestres en vida libre, resulta fundamental para el manejo de las mismas, ya sea para su
conservacion (v. gr., especies en peligro de extincion, amenazadas o endémicas), para su
control (v. gr., especies plaga o nocivas) 0 para su aprovechamiento (v. gr., especies con
valor alimenticio, ornamental, cinegético, u otro) (Cox, 1979). La mayor parte de los
estudios publicados para Peromyscus sobre la biologia reproductiva en roedores, estan
relacionados con su ecologia poblacional (Hodischek y Best, 1983; Bronson, 1989; Hilton,
1992; Chavez y Gallardo, 1993; Sanchez-Cordero, 1993; Smolen et al., 1980, entre otros).
Siendo escasos los referentes a aspectos fisioldgicos y endocrinos (Eleftheriou, 1968;
Forger y Zucker, 1985; Olivera et al., 1986; Miller et al., 1987; Bronson, 1989; Brown et al.,
1996; Cortés-Calva y Alvarez-Castafieda, 1999; Salame-Méndez et al., 2003b, 2004a).

Tradicionalmente no se toman en cuenta los eventos fisiolégicos en el organismo,
alun cuando estos Ultimos son esenciales para comprender con mayor precision la
influencia del medio sobre la historia de vida de las especies, asi como los ajustes que
éstas han tenido para optimizar su preservacion y subsistencia. Asi por ejemplo, en México

se han hecho en su mayoria estudios de ecologia poblacional en pequefios roedores



(Chavez y Gallardo, 1993; Sanchez-Cordero, 1993), abordando su biologia reproductiva,
pero sélo algunos autores han tratado otros aspectos fisiolégicos y endocrinos en especies
silvestres como la recrudescencia testicular (Cortés-Calva y Alvarez-Castafieda, 1999) y el
contenido de hormonas esteroides (Salame -Méndez et al., 2004, 2003a, b).

Dada la riqueza de los recursos bidticos que contiene el BMM de la Sierra Madre de
Oaxaca hace que sean especialmente interesantes para los asentamientos humanos,
haciendo necesario conocer la biologia y ecologia de las especies animales, asi como el
efecto que tienen sobre ellas las actividades humanas de las ACP. Particularmente, es
necesario documentar, tanto la reproduccion como la alimentacion de las especies, ya que
estos dos aspectos son decisivos para su perpetuacion y supervivencia, respectivamente
(Moyes y Shulte, 2007). Ademas de que los estudios comparativos de su reproduccion y
metabolismo en habitats alterados y no alterados son excesivamente raros o nulos (Garcia
et al., 2004).

En este sentido, los ratones silvestres del BMM cobran relevancia por tratarse de
especies con un ritmo reproductivo rapido y corto, por su consecuente abundancia (Villa y
Cervantes, 2003), por lo aclimatados que pueden estar a ciertas condiciones locales y
porque su captura y manejo son relativamente sencillos (Briones, 1999). Esto los convierte
en excelentes bioindicadores de alteracion ambiental, especialmente si se trata de es pecies
endémicas restringidas, ya que su historia estd profundamente ligada a la historia del
bosque por lo que son muy sensibles a cualquier cambio, ya que algunas especies al
ocurrir cambios en su entorno son intolerantes al disturbio ocasionando la exti ncién de la
especie en esa zona (Garcia, 2002).

Para el género Peromyscus existe informacion sobre algunos aspectos de su
endocrinologia, basados principalmente, en estudios realizados bajo condiciones de
laboratorio; es decir, a partir de ejemplares criad os en una colonia en el bioterio, o bien,
después de adaptar a animales capturados en el campo a ciclos circadianos controlados,
mantenerlos a una temperatura constante y agua y alimento balanceado (Purina®) ad
libitum, entre las condiciones mas comunes. (Eleftheriou, 1968; Salame-Méndez et al.,
2004). En consecuencia, los resultados obtenidos bajo tales condiciones, aun cuando son
relevantes, no permiten conocer lo que sucede a los individuos en vida libre (Salame -
Méndez et al., 2005).

La importancia de los estudios en animales en vida libre, cobra mayor importancia
en zonas que contienen una gran riqueza bioldgica y en donde este tipo de estudios no se
ha hecho. Este el caso del estado de Oaxaca, al sur de México, que presenta una gran
variedad fisiogréfica, climatica, floristica y faunistica (Goodwin, 1969; Rzedowski, 1978),
siendo por ello considerado como un estado con megadiversidad. Entre otras cosas, cuenta
con el mayor niumero de vertebrados endémicos (536 especies; Flores y Gerez, 1989) y es
el primero en numero de mamiferos (Ramirez-Pulido et al., 1986). Pero, a pesar de estas
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caracteristicas, existen extensas zonas en su territorio sin explorar y con una gran cantidad
de ecosistemas amenazados, principalmente por la destruccion o alteracion del homb re
(Briones, 1999). Afortunadamente, aunque en general existe una enorme pérdida de
biodiversidad en México, en el caso de Oaxaca se han implementado ciertas estrategias
para contrarrestarla. De manera particular, se considera que al estudiar la biologia
reproductiva de las especies de Peromyscus que ocurren en el estado, se podra contribuir a
recabar datos valiosos en el manejo y recuperacion de la vegetacioén, en virtud que éstos
juegan un papel importante como dispersores de semillas y regeneradores indir ectos,
debido a sus héabitos alimenticios y conductuales (Villa y Cervantes, 2003; Ceballos, 2005).
Al comenzar por las especies endémicas asociadas con asentamientos humanos, permitira
aportar informacion que sensibilice a las comunidades de la importancia de conservar sus
recursos naturales, como es el caso del bosque meséfilo de montafia en la Sierra Madre de
Oaxaca, en la especie endémica del ratbn Peromyscus melanocarpus y las comunidades
humanas del Municipio de Santiago Comaltepec, Distrito de Ixtlan d e Juarez que se
abordaron en este trabajo.

[ll. OBJETIVOS
3.1 Objetivos Generales.

Contribuir al conocimiento de la biologia del roedor Peromyscus melanocarpus,
especie endémica de distribucion restringida, en el bosque meséfilo de montafia en la
comunidad de Santiago Comaltepec, Sierra Madre de Oaxaca, considerando su posible
utilidad como indicador de alteracién ambiental con base en evidencias de endocrinologia
reproductiva y de metabolismo intermediario.

3.2 Objetivos Particulares.

1.- Determinar los posibles cambios en las concentraciones de las HE y de los IM,
en relacion con las estaciones y el estado de conservacion del area de estudio.

2.- Determinar los posibles cambios en las concentraciones tanto de las HE y de los
IM, en relacion con la actividad reproductiva y en las estaciones del afio.

3.- Valorar el contenido de las HE: testosterona (T) en machos y de progesterona
(P4) y estradiol (E2) en hembras, asi como de cortisol en ambos sexos en cada condicién
reproductiva en plasma y en heces, para obtener el patrén ontogenético de Peromyscus
melanocarpus.

4.- Valorar el contenido de los IM: glucosa, triglicéridos, colesterol y urea en plasma
y en heces con cada sexo y condicidén reproductiva, para obtener el patrén ontogenético de
la especie.

5.- Determinar si los resultados de las concentraciones de las HE y de los IM en
heces tienen alguna relacién con los resultados obtenidos en plasma y contribuir al
establecimiento de una técnica no invasiva.
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IV. HIPOTESIS

Ho 1. Las concentraciones de las HE y de los IM se encontraran en la misma
cantidad en las dos localidades con diferente estado de conservacion.

Ha 1. El contenido de las HE y de los IM se veran afectados en la localidad alterada
ya que la disponibilidad de alimento podria estar limitado, por lo que los indicadores se
encontraran en menor concentracién que los encontrados en la localidad conservada.

Ho 2. Las concentraciones de las HE y de los IM no tendran variacion en la
actividad reproductiva y a lo largo de las estaciones del afio.

Ha 2. Las concentraciones de HE y de IM seran diferentes dependiendo de la
actividad reproductiva y durante las estaciones afio, tendiendo a incrementarse cuando sea
la época reproductiva, cuando haya hembras gestantes o lactantes y cuando la
disponibilidad de alimento sea la optima, como en la época de lluvias, para realizar todos
los procesos del organismo. Dado que las condiciones ambientales como la disponibilidad
del alimento varia dependiendo de la época de afio, por lo que la estacionalidad influye en
la reproduccion y en el metabolismo intermediario.

Ho 3 Las concentraciones de las HES de Peromyscus melanocarpus no presentaran
variacion en las diferentes condiciones reproductivas en ambos sexos, en plasma y en las
heces.

Ha 3. El contenido de las HE en el plasma y en las heces esta en dependencia de la
condicién reproductiva de cada individuo, por lo que las concentraciones seran diferentes si
los individuos estan no reproductivos, gestando o lactando .

Ho 4. Las necesidades energéticas en las diferentes condicio nes reproductivas no
generaran diferencias en los IM, por lo que la concentracion de glucosa, colesterol,
triglicéridos y urea, en el plasmay en las heces.

Ha 4. El contenido de los IM: glucosa, triglicéridos, colesterol y urea, tanto en
plasma como en las heces, se encontraran diferentes, en dependencia de la condicién
reproductiva en ambos sexos, ya que en cada etapa requieren de diferentes demandas
energeéticas.

Ho 5. Las concentraciones encontradas en plasma no se veran reflejadas en heces
por lo que no se puede usar como un método no invasivo.

Ha 5. Las HE y los IM se liberan al torrente sanguineo, la obtencién de la muestra
seguida por métodos analiticos permite conocer las concentraciones de los indicadores y al
tomar las muestras en heces estas reflejan el estado de un organismo sin necesidad de
sacrificar al animal, por lo tanto utilizar las heces para cuantificar estos indicadores y usarlo

como un método no invasivo.

12



V. DESCRIPCION DEL AREA DE ESTUDIO

Las localidades de estudio se ubican en el Estado de Oaxaca que se encuentra en
la seccion Sureste de la Republica Mexicana, entre los paralelos 15° C 38’ 30" y la 18° 42’
30” de latitud Norte y los meridianos 93° 38’ 30” y 98° 30’ 30” de longitud Oeste (Alvarez,
1997). Esta compuesta por diez regiones fisiografico-floristicas (Briones et al., 2004), entre
las que se encuentra la Sierra Madre de Oaxaca (SMO) que presenta uno de los gradientes
altitudinales mas importantes de México. Uno de los ecosistemas méas importantes en esta
region es el bosque lluvioso o mesofilo de montafia (BMM), con aproximadamente 152,000
ha (Rzedowski, 1978). Existen 111 estaciones climaticas y la mas cercana a las localidades
de estudio, es la estacion de San Juan Bautista Valle Nacional; la cual se reporta que la
precipitacion media anual es de 3581.1 mm (Serrano et al.2005). El nimero de meses
secos varia de 0 a 6. El clima caracteristico de esta formacién pertenece al tipo Cf de la
clasificacion de Koppen (1948), pero en algunas partes del bosque prevalecen condiciones
catalogadas como Af, Am y aun Aw y Cw (Rzedowski, 1978).

Ambas localidades de estudio se encuentran en el municipio de Santiago
Comaltepec ubicado en la SMO (Fig. 3), perteneciente al distrito de Ixtlan de Juarez cuya
ubicacién geogréfica se encuentra entre los 17° 34'N y 96° 33'W, la temperatura media en
el mes mas caliente es superior a los 18° C y la del mes mas frio a los 0° C, las lluvias son
abundantes durante todo el afio (INEGI, 2000).

SANTIAGO COMALTEPEC

Tipos de Vegetacion en Santiago Comaltepec

/ Bl Bosque de encino
ﬁ [] Bosque de pino
) [] Bosque meséfilo de montafia
[[] Manejo agricola,pecuario y forestal
[ Selva alta perennifolia y subperennifolia

P

0 3 6 9 12 15 Kilometros

Figura 3. Localizacion del municipio de Santiago Comaltepec.
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Toda el area se encuentra irrigada por una compleja red de rios, donde encontramos
principalmente el rio Soyolapan. El suelo mas comun es el tipo luvisol vértico, de fertilidad
moderada y de alta susceptibilidad a la erosién (INEGI, 2000).

El municipio de Santiago Comaltepec cuenta con una superficie de 65.07Km?,
representa el 0.07% de la superficie total del estado. Colinda al norte con San Juan
Quiotepec, San Pedro Yolox y San Juan Bautista Valle Nacional, al sur con San Pablo
Macuiltianguis e Ixtlan de Juarez, al Oeste San Pedro Yolox y al este con Ayotzintepec
(INEGI, 1998).

5.1 Localidad conservada “El Relampago”.

La localidad conservada (LC), se le denomino asi ya que forma parte de una
Reserva Comunal Protegida (ACP) decretada en 1994 (por ordenamient o territorial de
Santiago Comaltepec) la cual tiene una extension de 42.5546 km ? (Luna, 2008). En el ACP
se encuentra la localidad de estudio llamada “El Reldmpago”, la cual que se ubica 17° 35’
28.1"N y 96° 23' 52.2"W, a 5.25 Km SW de la Esperanza, a u na altura de 1700-2500 msnm
(Fig. 4), la ruta de acceso es por la carretera federal Km 88 Tuxtpec, Oaxaca. La vegetacion
es de bosque mesofilo de montafia, (Fig. 5) que estd caracterizada por una elevada
precipitacion pluvial (oscila entre 1000 y 5000 mm) y su considerable humedad atmosférica
durante casi todo el afio. La vegetacion es muy densa y forma varios estratos (herbaceos,
arbustivos y arboreos) de distintas alturas, ademas con lianas lefiosas y epifitas. Las
especies dominantes Quercus ssp, Juglans, Dalbergia, Liquidambar, Podocarpus, entre
otras (Rzedowski, 1978).

LOCALIDADES DE COLECTA

— — — :

LA ESPERANZA
ah

=5

Y
o gl
P «”ﬁ

."I'A '_L:;"'.? b

1380000

s

EL RELAMPAGO

Localizacidn de transectos

* Fin Esperanza

Fin Relampago

T nicio Esperanza

T Incio Relampago

Figura 4. Ubicacion geogréfica de las localidades de colecta.
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“El Relampago” al formar parte del ACP se encuentra en buen estado de
conservacion, ya que en esta localidad se encuentran restringidas las actividades de
ganaderia y agricultura, se encuentra sujeta a un programa de conservacion bajo el
concepto de mejores practicas de manejo cuyo objetivo es garantizar la conservacion de
suelos, agua y cobertura vegetal para la provision de servicios ambientales e implementar
un programa de monitoreo permanente para evitar plagas, enfermedades, incendios,
caceria ilegal, saqueo de especies y tala clandestina (Luna, 2008). En esta localidad
Peromyscus melanocarpus es abundante (obs. pers.) por lo que fue de suma importancia
este sitio para la realizacion de este trabajo.

Area comunal
protegida

Refugio de vida
silvestre

Figura 5. Localidad conservada, perteneciente a la reserva comunal protegida “El
Relampago”.

5.2. Localidad alterada “La Esperanza”.

La segunda localidad denominada “La Esperanza” que fue considerada como
alterada (LA), principalmente por la modificacion de la vegetacion original. A pesar de
presentar especies dominante de BMM, presenta vegetacidon secundaria, que se concentra
principalmente alrededor del camino y cercana del poblado (500m) ( Garcia et al., 2004), se
llevan acabo diferentes actividades humanas, como extraccion de lefia y madera para uso
doméstico, en el camino se encuentra una tuberia que abastece al poblado de agua y
existe una vereda que frecuentemente es utilizada. Ademas de que no se encuentra dentro
de ninguna categoria de conservacion ya que esta fuera del ACP (Fig. 6). Se localiza 17°
37" 42.2"N y 96° 22' 48.4"W, a 0.5 Km. E del poblado de la Esperanza, a una altura de

1640 msnm. La ruta de acceso es por la carretera federal Km. 79 Tuxtpec, Oaxaca (Fig. 4).
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a) | b)

Figura 6. La localidad alterada “La Esperanza” presenta actividades humanas, a) tuberia en

el camino, b) tala para uso doméstico y c) cercania del poblado.

VI. METODOS
6.1. Muestreo.

Los ejemplares de Peromyscus melanocarpus fueron colectados mensualmente de
septiembre del 2006 a octubre del 2007, durante cada periodo se capturaron tres hembras
y tres machos adultos en cada una de las localidades antes descritas (Fig. 7).

Dentro de cada localidad, se ubicaron zonas al azar, en donde por medio del método
de transectos lineales de aproximadamente 0.5 km de longitud se colocaron trampas de
tipo Sherman (8x9x23 cm., H. B. Sherman Traps, Inc. Tallahassee, Florida, USA) para
pequefios mamiferos colocadas de manera uniforme, para ejemplares vivos, cebadas con
esencia de vainilla y hojuelas de avena (Fig. 7). Se colocaron 80 trampas con una
separacion de 5 m entre cada una, sumando un total de 80 trampas por transecto por
noche, en cada localidad. Con un total de dos noches de trampeo por sitio, obteniendo un
esfuerzo de captura de 160 tram pas/noche por localidad (Wilson et al., 1996).

Una vez capturados los ejemplares se identificaron de acuerdo a la especie y a su
sexo in situ (Goodwin, 1969; Hall, 1981; Rickart y Robertson, 1985; Kunz et al., 1996;
Romero-Almaraz et al., 2000). Para este estudio se utilizaron individuos adultos, para ser
determinados en campo se establecieron dos clases de edad con base al tamafio del
cuerpo y la coloracién del pelaje para la especie (Rickart y Robertson, 1985; Kunz et al.,
1996; Vazquez et al., 1999; Romero-Almaraz et al., 2000). Los juveniles capturados se
identificaron y midieron (Kunz et al., 1996) y posteriormente se liberaron.

Los adultos dependiendo del sexo fueron agrupados en categorias reproductivas,
las hembras en: a) no reproductivas; siendo individuos adultos pero sin evidencias de
actividad reproductiva (sin embriones o0 en estado de lactancia), b) gestantes, con presencia
de embriones y c) lactantes, por la presencia de glandulas mamarias desarrolladas. Por su
parte en los machos se categorizaron en: no reproductivos, observando que no se
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encontraban los testiculos en el escroto y b) reproductivos, por la presencia de los

testiculos escrotados (Ramirez-Pulido et al., 1989; Kunz et al., 1996).

6.2. Colecta de muestras.

Los ejemplares vivos se trasladaron al laboratorio de vertebrados terrestres del
CIIDIR Unidad Oaxaca, se anestesiaron con éter dietilico y se registraron sus medidas
convencionales (Kunz et al., 1996) (Fig. 7). Posteriormente, se realiz6 una incisién a la
altura del esternén, hasta encontrar el corazén para extraer sangre por puncion cardiaca
con jeringas de 3mL y aguja (25 mm x 21-23 G) recomendado para animales pequefios
(Morton, et al., 1993). La sangre se transfirié a tubos con anticoagulante BD Vacutainer K3
EDTA de 10mL; obteniendo en promedio de 1 a 1.5 mL de sangre, finalmente el animal fue
sacrificado por dislocacion cervical.

La sangre se centrifugo (C600 Solbat ®) a 1000 rpm durante 10 minutos a
temperatura ambiente (Fig. 8); para separar el paquete celular del plasma que constituye la
capa mas externa, se extrajo empleando una pipeta Paste ur y se transfirié a tubos
Eppendorf para su almacenamiento, posteriormente a esto se mantuvo en congelacion
hasta su procesamiento.

Durante la diseccion se conservaron algunos tejidos (corazén, higado, rifion y
gonadas). Los tejidos se conservaron en etanol al 70% y las gonadas o embriones en
formaldehido al 10% para poder ser usados en posteriores estudios.

Se tomaron las muestras de las heces de cada individuo dejadas en la trampa, 0 en
el caso de que no fuera suficiente se tomaron de la Gltima tercera p arte del intestino grueso.
Dichas muestras se colocaron en tubos Eppendorf con etanol al 70% y se conservaron en
refrigeracién hasta su determinacion (Fig. 7). Las muestras se an alizaron en los laboratorios
de mamiferos y en el de biologia de la reproduccion de la Universidad Auténoma
Metropolitana-lztapalapa en el Distrito Federal.

Los ratones colectados se prepararon como ejemplares de referencia (Ramirez -
Pulido et al., 1989), mediante la taxidermia de la piel y la limpieza del esqueleto por medio
de derméstidos. Finalmente, tanto los ejemplares como los tejidos se integraron a la
Colecciéon Mastozoolégica Regional del CIIDIR -OAX. (OAXMA) (Fig. 7).
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MUESTREO

Localidad conservada Localidad alterada
“El Reldmpago” “La Esperanza”

A
r B

Colecta de ejemplares con trampas tipo Sherman

3 MACHOS ADULTOS 3 HEMBRAS ADULTAS
Se tomaron las Ejemplares de referencia de la
medidas Coleccién de Mamiferos del
convencionales CIIDIR Unidad Qaxaca
{OAXMA).

A

Obtencién de muestras
Sangre

Figura 7. Método de muestreo en ambas localidades, procesamiento de los ejempl ares y
muestras de sangre y heces.

6.3. Procesamiento de muestras.

Heces: Las muestras contenidas en los tubos Eppendorf con etanol, se dividieron en
dos partes, una de ellas se transfirio a otro tubo; para la determinacion de HE y la otra para
IM. Las heces fueron pesadas con balanza analitica (Adventurer, OHAUS®) (Fig. 8); lo cual
se realizé para que la concentracion de HE y de IM sea referido en una cantidad de excreta
conocido.

Para las HE la cuantificacién se realizo directamente del etanol, ya que se observo
gue no se necesita hacer la extraccién total de esteroides (ETE) que han sido descritas en
trabajos previos (Salame-Méndez et al., 2004, 2003a, b). Por lo tanto, las muestras de
heces almacenadas en etanol no se les hizo extraccion con éter, sino que de una alicuota

se realiz la valoracion de HE y de IM, ahorrando asi tiempo en el proceso.
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Para el caso de los IM, se tom6 una muestra de las conservadas en etanol estas se
homogenizaron y se centrifugaron (Hermile Labnet®) en los tubos Eppendorf y de |
sobrenadante se tomo una muestra para realizar la cuantificacion (Fig. 8).

Plasma: Los métodos que se utilizan para la determinaciones de tanto de HE como
de IM, estan descritos para ser utilizados en plasma directamente, de tal manera que una
vez la sangre fue separada, la cuantificacion es realizada en el plasma sin ninguna

extraccion.

PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

Sangre Heces
Centrifugacion para la Peso de las heces
obtencién de plasma e

&

—

CUANTIFICACION DE LAS MUESTRAS

HE M
P4, E2, T y CORTISOL Glucosa, Triglith}érr:‘ac;os, Colesterol y

Determinacion por medio de Kits y espectrofotémetros respectivos

l l

Método de inmunoensayo enzimatico Método enzimatico con
(E14) SPINREACT

- S

La concentracion de las HE es La concentracion de los IM es
inversamente proporcional al color directamente proporcional al color

L —
b

Figura 8. Procesamiento y cuantificacion de las muestras de plasma y heces de las HE y los

IM.

6.4. Cuantificacion de muestras.

6.4.1Indicadores reproductivos:

Para analizar los indicadores reproductivos, se utilizaran hormonas esteroides (HE)
las cuales regulan diferentes procesos en la biologia reproductiva de las especies (Salame -
Méndez et. al., 2004). Se determind el contenido de HE -progesterona (P4); estradiol (E2),
en el caso de las hembras, y testosterona (T) para los machos, y cortisol (CORT) en ambos

SEXos.
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La cuantificacion se llevo a cabo en cada muestra de plasma y de heces
conservadas en etanol, con la técnica de inmunoensayo enzimético (EIA por sus siglas en
inglés) que es un método analitico que se basa en la sefial generada de una reaccion
enzimatica bioluminicente antigeno anticuerpo (Buelna et al., 2005; Soto et al., 2004). Para
los cuales se usaron kits 0 estuches de Diagnostic Systems Laboratories, Inc®, siguiendo
las instrucciones mencionadas en cada uno, determinando la concentracion de cada

hormona en un espectrofotocolorimetro (Microplate Reader, MR600, Dynatech Product®)
(Fig. 8).

6.4.2 Indicadores Metabdlicos:

Para la cuantificacion de los IM se utilizé6 lo que cominmente de le denomina
guimica o bioquimica sanguinea o hemoquimica. Esta técnica evalla la concentracion de
ciertas sustancias quimicas que se encuentran en la sangre que indican el estado
metabdlico y fisiolégico del animal y de su adaptacion a su medio. Normalmente se realizan
el plasma, sin embargo, como un método comparativo y no invasivo en este estudio
también se empleo el analisis de las heces.

La determinacion se realiz6 por espectrofotometria, por métodos enz iméticos; los
contenidos de glucosa por medio de la actividad de glucosa oxidasa,; triglicéridos por medio
de lipoproteinlipasas, urea a partir de la ureasa, y el colesterol a partir de colesterol éster
hidrolasa y colesterol oxidasa. Se realiz6 a través de kit's -estuches- (SPINREACT)
disponibles comercialmente, siguiendo las instrucciones mencionadas en cada uno y
determinandose cuantitativamente la concentracion de cada metabolito respectivo en un
espectrofotometro (Spectronic 20D+, TermoSpectronic) . La intensidad del color formado de
la reaccion es proporcional a la concentracién de cada metabolito presente en cada
muestra (Fig. 8).

6.5 Andlisis Estadisticos.

Los datos obtenidos se exploraron mediante estadistica descriptiva para observar
las tendendencias generales: comportamiento, distribucion y homocedasticidad ( ver anexo).
Los datos obtenidos para los ratones machos, se agruparon en reproductivos y no
reproductivos, mientras que para las hembras se agruparon en no reproductivas, gestantes
y lactantes. Las variables clase a analizar fueron: a) las dos localidades de estudio:
conservado (LC, El Relampago) y alterado (LA, La Esperanza); b) los sustratos en que se
valoraron tanto las hormonas esteroides (HE) como los indicadores del metabolismo
intermediario (IM) es decir, plasma (P) y heces (H), y c) las estaciones del afio; para lo cual
se consideraron por trimestre: de marzo a mayo primavera (1), de junio a agosto verano (2),

de octubre a noviembre otofio (3) y de diciembre a febrero invierno (4).
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Los valores de las concentraciones HE y IM al mostrar heteroscedasticidad se
realiz6 una transformacion logaritmica lo que permiti6 homogeneizar las varianzas
(Salgado, 1992) por lo tanto todos los andlisis estadisticos se hicieron con los datos
transformados.

Para conocer el comportamiento promedio de las HE y de los IM tanto en P y H se
compararon por localidad y por cada estacion del afio, posteriormente sin considerar las
localidades, se compararon por condicién reproductivas en cada estacion y finalmente solo
la condicidn reproductiva para conocer el contenido ontogenético de los indicadores, tanto
en hembras como en machos, de tal manera que aquellos datos que se ajustaron a una
distribucién normal se realizaron analisis de varianza (ANOVAS) de una sola via, m ientras
que los datos con heterocedasticidad se usé la prueba no paramétrica de Kruskal -Wallis;
todos los andlisis fueron reforzados con pruebas a posteriori de Bonferroni (Winer et al.,
1991). El nivel de significancia considerado para las comparaciones f ue de o < 0.05.

Por ultimo, para observar tendencias en el comportamiento de la concentraciéon en H
de cada HE y de IM con respecto a los niveles encontrados en P, se realizaron andlisis de
correlacion de Pearson (Triola, 2004). Todos los analisis se realiz aron con los paquetes
estadisticos StataCorp (2001) y NCSS (2004).

VII. RESULTADOS
Se colecté un total de 81 individuos (36 hembras y 45 machos) de Peromyscus
melanocarpus procedentes de las localidades de estudio del municipio de Santiago
Comaltepec en la Sierra Madre de Oaxaca; con un esfuerzo de captura para cada localidad

de 160 trampas/noche.

7.1. Andlisis por localidad.
7.1.1. Localidad conservada.

En este sitio se colect6 un total de 67 individuos, 30 hembras y 37 machos. Durante
el otofio se capturd el mayor nimero de estos (10 hembras y 11 machos) mientras que en
la primavera fue la estacion con la menor cantidad colectada (5 hembras y 8 machos).

En el caso de las hembras durante la primavera solamente se colectaron cinco
ejemplares de las cuales una era no reproductiva, otra gestante y tres lactantes. Durante el
verano se colectaron seis no reproductivas y una lactante, en el otofio se registraron diez
no reproductivas, finalmente en el invierno se colectaron seis reproductivas y dos gestantes
(Tabla 1).

Para el caso de los machos durante la primavera se capturaron ocho individuos y en
verano 10 siendo en ambos casos individuos reproductivos. En el otofio se capturaron
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nueve reproductivos y dos no reproductivos, mientras que durante el invierno seis fueron

reproductivos y dos no reproductivos (Tabla 1).

7.1.2. Localidad alterada.
En esta localidad se registraron 14 individuos (seis hembras y ocho machos); las

hembras colectadas fueron no reproductivas, tres en verano, dos en otofio y uno en
invierno.

Por su parte, fueron ocho los machos colectados: uno reproductivos en verano, dos
en otofio y cuatro en invierno, mientras que uno no reproductivo se colecto en otofio (Tabla
1).

INDIVIDUOS POR LOCALIDAD

Q=136 Conservado Alterado
Condicion reproductiva P |V |O |I PV |O |I
No reproductivas 1 |6 |[10|6 JO |3 |2 1
Gestantes 1 0 0 2 0 0 0 0
Lactantes 3 1 0 0 0 0 0 0
TOTAL 5 |7 |10|8 JO |3 |2 1
d'=45

Reproductivos 8 10(9 |6 |]O 1 4
No reproductivos 0 0 |2 (2 |O 1 0
TOTAL 8 |10 |11 |8 JO |1 |3 4

Tabla 1.- Nimero de individuos de Peromyscus melanocarpus y condicién reproductiva
capturados estacionalmente en “El Relampago” (localidad conservada) y en La Esperanza

(localidad alterada).

7.2. Indicadores Reproductivos.

7.2.1. Localidad conservada.

a) Hembras:

i) No reproductivas. El contenido de P4 en plasma durante la primavera, verano y otofio
tuvo una concentracion igual, sin embargo, en el invierno fue significativamente mayor con
respecto a las otras tres estaciones (F = 4.29, P < 0.05) (Fig. 9a). En las heces | a P4
aunque no fue significativamente diferente entre las estaciones del afio, durante el verano
tuvo el mayor pico, descendiendo de otofio a invierno (Fig. 9b).

El E2 en plasma tuvo su mayor concentracién tanto en primavera y en verano.
Durante el verano su concentracion fue significativamente mayor (F =10.53, P < 0.05) con
respecto al otofio y al invierno (Fig. 9a). Por su parte la concentracion del E2 en las heces,
ésta fue significativamente mayor en otofio e invierno (F=14.08, P < 0.05) con respecto a la
primavera y al verano; donde se observaron bajos los contenidos de la hormona. (Fig. 9b).
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El cortisol en el plasma fue elevado en primavera y verano; significativamente mayor

en el verano con respecto al otofio e invierno (F = 3.95, P < 0.05) (Fig. 9a).

ii) Gestantes. Las concentraciones de P4 en el plasma de estas hembras, fueron las
mismas tanto en primavera como en invierno (Fig. 10a). En las heces el contenido de P4
tiende a incrementarse en el invierno con respecto a la primavera (Fig. 10b).

El E2 en el plasma tuvo mayor concentracion en el invierno con respecto a la
primavera; el mismo patrén se observé en las heces (Fig. 10 ay b).

El cortisol en plasma tuvo las mismas concentraciones tanto en primavera como en
invierno (Fig. 10a).

iii) Lactantes. La P4 plasmatica fue igual tanto en primavera como en verano. Mientras que
en las heces el contenido mas alto se registré en primavera seguido del verano (Fig. 10 ay
b).

El E2 circulante se incrementé en la primavera y descendié en el verano. Este
patron se constaté en el contenido del estrégeno en las heces (Fig. 10 ay b).

Por su parte, el cortisol circulante fue elevado en el verano y bajo en la primavera
(Fig. 10 a).

b) Machos:

i) Reproductivos. La T circulante tendié a incrementarse a partir del o tofio, estacion en
donde fue significativamente menor su contenido (F = 11.97, P < 0.05) con respecto al
invierno, estacion en la cual se observé el mayor contenido. Por su parte, el contenido de T
en las heces en la primavera y el verano tuvo las mayores ¢ oncentraciones, disminuyendo
significativamente en el otofio con respecto al invierno (F =3.71, P <0.05) (Fig. 13 ay b).

El cortisol en el plasma, de primavera a otofio fue similar, incrementandose
significativamente en el invierno (F = 6.85, P < 0.05) (Fig. 13a). Mientras que en las heces,
fue significativamente mayor en la primavera descendiendo a partir del verano (F =81.20, P
<0.05) (Fig.13b).

ii).- No reproductivos. La T circulante tuvo el mayor contenido en el invierno con respecto

al otofio. Siendo este patron similar al contenido en las heces (Fig. 14 ay b)

7.2.2. Localidad alterada.

a) Hembras:

i) No reproductivas. La P4 en el plasma tuvo contenidos similares en las cuatro
estaciones, siendo més bajo durante el verano (Fig. 9a). En las heces e | contenido tuvo su
pico en el otofio descendiendo durante el invierno e iniciar su incremento a partir de la

primavera (Fig. 9b).
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El E2 circulante fue significativamente mayor en el verano con respecto al otofio e
invierno, descendiendo a partir del otofio (F = 223.6, P < 0.05) (Fig. 9a). El contenido de
esta hormona en las heces fue significativamente mayor en otofio con respecto a la
primavera y el verano, respectivamente (F = 33.85, P < 0.05). Descendiendo a partir del
invierno (Fig.9b).

El cortisol en el plasma tuvo su pico en verano, descendiendo de otofio a invierno
(Fig. 9a); el anterior patron se observé también en las heces, sin embargo, el contenido en
el verano fue significativamente mayor (F = 106.58, P < 0.05) con respecto a la primavera y
el otofid (Fig. 9b).

b) Machos:

i) Reproductivos. La T circulante mostré un patrén de incremento decremento;
obteniendo el valor mas alto en verano (Fig. 13a). En las heces, la T comenzd a
incrementarse de primavera a otofio estacion que tuvo su maximo, disminuyend o durante el
invierno (Fig. 13b).

El cortisol en el plasma tuvo su pico en el invierno, descendiendo en primavera e
incrementarse en el verano para descender en el otofio (Fig. 13a). En las heces la hormona
tuvo su pico en verano, descendiendo de otofio a primavera (Fig. 13b).

i) No reproductivos. En el individuo colectado en otofio, los contenidos de T y cortisol
tanto en plasma como en heces, estuvieron en el rango de sensibilidad de los ensayos , por

lo que la concentracion es la minima detectable.

7.2.3. Comparacién entre las localidades.

a)_ Hembras:
Esta comparacion solo se realizé con las hembras no reproductivas debido a que no

se capturaron en la localidad alterada hembras gestantes y lactantes. Las HE en plasma y
en heces no presentaron diferencias significativas (P > 0.05) estacionales entre las dos
localidades (Fig. 9). Sin embargo, el contenido en el plasma tendido a ser mayor en la
localidad conservada, mientras que en las heces se observo lo contrario.

b) Machos:

En los ratones reproductivos los contenidos de las HE en el plasma y en las heces
por estacion del afio, no mostraron diferencias significativas (P > 0.05), sin embrago,
tendieron a ser mayores en la localidad conservada (Fig. 13).
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7.2.4. Comparacion de las HE por actividad reproductiva

Al demostrar que no hubo diferencias significativas entre el contenido de las HE en
plasma y heces en los machos y hembras por condicién reproductiva de ambas localidades
y por estacion del afio, se agruparon todos los individuos correspondientes a su condi cién
reproductiva y asi mostrar el patron ontogenético de HE de la poblacién de P.

melanocarpus.

a)_ Hembras:
La P4 en el plasma de las hembras no reproductivas, gestantes y lactantes en la

primavera fue similar; en el verano tendié a ser mayor en las lact antes con respecto a las
no reproductivas, y en el invierno las no reproductivas tuvieron un contenido mayor que las
gestantes (Fig. 10a). En las heces durante la primavera se observaron los valores mas
altos en las no reproductivas comparado con las lactantes y gestantes. En el verano las
lactantes tuvieron menor contenido de P4 que las no reproductivas, y en el invierno las
gestantes tuvieron una mas alta concentracion que las no reproductivas (Fig. 10b).

Para el E2 en el plasma, aunque no hubo una diferencias significativas (P > 0.05)
durante la primavera las lactantes presentaron mayor contenido con respecto a las no
reproductivas y gestantes. Las no reproductivas en verano tuvieron mayor contenido de
esta hormona con respecto a las lactantes, mientras que en el invierno tanto las no
reproductivas como las gestantes tuvieron el mismo contenido (Fig. 10a). En las heces la
concentraién de E2 en todas las estaciones, fue mayor para las no reproductivas (Fig. 10b)

El cortisol en el plasma de las no reproductivas tuvo una concentracién mayor,
aunque no significativo (P > 0.05), comparado con las gestantes y lactantes en todas las

estaciones del afo (Fig. 10a).

b) Machos:

La T en el plasma de los individuos machos reproductivos tanto en otofio como en
invierno tuvieron un mayor contenido de esta hormona que los no reproductivos (Fig. 14a).
En las heces en el otofio y en el invierno, el contenido de T en los no reproductivos fue
mayor, siendo en el otofio significativamente mayor (F = 5.30, P < 0.05) con respect o a los
reproductivos (Fig. 14b).

El cortisol en el plasma de los individuos no reproductivos lo presentan en mayor
cantidad que los reproductivos en otofio e invierno, caso contrario en las heces (Fig. 14ay
b).
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7.2.5. Contenido ontogenético de HE por condicién reproductiva.

El examinar los contenidos en plasma y heces de HE por estado reproductivo sin
considerar las estaciones del afio, permitié describir su perfil en tres etapas de la biologia

reproductiva de P. melanocarpus:

a) Hembras:
La P4 en el plasma y en las heces de las hembras no reproductivas aunque no fue

diferente significativamente (P > 0.05) del de gestantes y lactantes, si tendié a ser mayor
(Fig. 11ay b).

El E2 en el plasma de las lactantes mostré una concentracion mayor con respecto a
las no reproductivas y gestantes, respectivamente, siendo este perfil contrario en las heces
(Fig. 11ay b).

El contenido de cortisol en plasma de las no reproductivas fue mayor, seguido de las
lactantes, mientras que el contenido menor lo tuvieron las ge stantes (Fig. 11a).

b) Machos:

La T en el plasma y heces (F=13.99 P<0.05) de los ratones reproductivos fue mayor
que en los ratones no reproductivos (Fig. 15a y b).

El cortisol en el plasma los ratones no reproductivos tuvieron las concentraciones
mayores que los no reproductivos, siendo lo contrario en las heces (Fig. 15a y b).

7.2.6. Correlacion entre el contenido de las HE en plasma vy heces .

El contenido estacional de las HE en el plasma como en las heces de hembras (F =
51.82, P < 0.05) y machos (F = 395.91, P < 0.05) fueron significativamente mayores en las
heces con respecto al plasma. Lo anterior permitio confirmar que los contenidos de HE
mientras en un medio es alto en el otro tiende a descender (Fig.12 y16).

Para determinar si lo antes referido tenia una relacion, se realizaron pruebas de
correlacion de Pearson. Comprobandose que en todas hubo una tendencia de correlacién
entre plasma -contenidos bajos- y heces -contenidos elevados-. Resaltando que solamente

el E2 tuvo una relacion significativa (F = -0.64, P < 0.05) en dicha correlacion.

7.3 Indicadores del Metabolismo Intermediario (IMI) .
7.3.1. Localidad conservada.

a) Hembras:
i) No reproductivas: La glucosa como indicador de metabolismo de carbohidratos, la
glucosa en el plasma mostré un incremento de primavera a otofio tendiendo a ser mayor,

con respecto a la primavera y el verano, descendiendo durante el invierno (Fig. 17a). El
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patron anterior fue similar en las heces; siendo menor la concentracion en primavera y
verano con respecto al otofio (Fig. 17b).

El indicador de metabolismo de lipidos, los triglicéridos en el plasma iniciaron su
incremento a partir de la primavera alcanzando su maximo en el otofio; descendiendo en el
invierno (Fig. 17a). En las heces los triglicéridos en el verano tuvieron un incremento,
descendiendo en el otofio e iniciar un nuevo incremento en el inverno (Fig. 17b).

El colesterol, otro de los indicadores del metabolismo de lipidos, en el plasma tuv 6
su pico en el otofio descendiendo a partir del invierno; siendo significa tivamente menor en
la primavera con especto al verano y otofio (Fig. 17a). En las heces de primavera a otofio el
contenido fue igual, tendiendo a descender en el invierno (Fig. 17b).

La urea como indicador del metabolismo de proteinas, mostré en el plasma un
comportamiento de incremento-decremento; de primavera a verano disminuyo,
incrementandose en el otofio e iniciar su baja en el invierno (Fig. 17a). En las heces
también hubo un perfil de aumento-descenso en el contenido del indicador; aumentando de

primavera a verano e iniciar su descenso de otofio a invierno (Fig. 17b).

ii) Gestantes. La glucosa en el plasma tendié a ser mayor en la primavera con respecto al
invierno; siendo lo contrario en las heces (Fig. 18ay b).

Los triglicéridos en el plasma (F = 1823.62, P < 0.05) y en las heces fue mayor en la
primavera con respecto al invierno (Fig. 18a y b). Por su parte, el colesterol circulante
presenté la mayor concentracion en el invierno con respecto a la primavera, siendo lo
contrario en las heces (Fig. 18a yb).

La urea en el plasma mostré en la primavera la concentracién baja comparada con
el invierno que tuvo el contenido mayor. Por su parte, en las heces el valor de este
indicador fue el mismo tanto en primavera como en invierno (Fig.18 ay b).

iii) Lactantes. La glucosa circulante en la primavera fue mayor con respecto al verano. En
las excretas el contenido fue significativamente mayor (F = 58.26, P < 0.05) en el verano
con respecto a la primavera (Fig.18 ay b).

Los triglicéridos en el plasma durante la primavera fueron significativamente mayor
con respecto al verano (F = 193.28, P < 0.05); mientras que en las heces tuvd el mismo
comportamiento (F = 437.86, P < 0.05) (Fig.18 ay b).

El contenido del colesterol tanto en el plasma como en las heces durante la
primavera fue menor contenido que en el verano, estacién que tuvo el mayor contenido
(Fig.18 ay b).

Las concentraciones de la urea circulante tanto en primavera como en el verano
fueron iguales, sin embargo, en las heces fue mayor en el verano con respecto a la

primavera (Fig.18 a 'y b).
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b) Machos:

i) Reproductivos: La glucosa en el plasma presenté un pico en primavera descendiendo
significativamente de verano a otofio, incrementandose nuevamente durante el invierno (F =
10.17, P < 0.05) (Fig. 21la). En las heces la glucosa de invierno a verano fue
incrementandose alcanzando su pico en el otofio; incremento significativo (F = 7.53, P <
0.05) con respecto a la primavera y el verano (Fig. 21b).

La concentracion de triglicéridos circulantes en la primavera fue mas baja,
aumentando de verano a otofio y descendiendo posteriormente a partir del invierno (F =
24.12, P < 0.05). En las heces la primavera tuvo el contenido més alto, descendiendo
significativamente en el verano para incrementarse nuevamente en el invierno (F = 4.36, P
<0.05) (Fig. 21ay b).

El colesterol circulante presentd en el invierno la mayor concentracion
descendiendo significativamente en la primavera para posteriormente incrementarse de
verano a otofio (F = 4.42, P < 0.05). En las heces se increment6 entre primavera y verano,
descendiendo en otofio e invierno (Fig. 21la y b).

Para la urea circulante no se constataron aumentos y decrementos, por lo que el
contenido fue similar en las estaciones del afio. En las heces se constatd un incremento un
pico en el verano disminuyendo de otofio a invierno e iniciar su incremento en la primavera
(Fig. 21ay b).

i) No reproductivos: La glucosa tendié ser mayor en el invierno con respecto al otofio.
Comportamiento contrario en las heces (Fig. 22ay b).

En los triglicéridos tanto en el plasma como en las heces tuvo una concentracion
mayor en otofio con respecto al invierno. (Fig. 22a y b). Por su parte el colesterol circulante
fue mayor en el invierno con respecto al otofio, siendo lo opuesto en las heces (Fig. 22 a 'y
b).

La urea tanto circulante como en las heces fue mayor en el invierno con respecto al
otofio (F = 20.96, P < 0.05) (Fig. 22 ay b).

7.3.2. Localidad alterada.

a) Hembras:
i) No reproductivas. La glucosa circulante tuvo el mas alto contenido durante el verano
disminuyendo de otofio a invierno. En las heces el pico se observd en el otofio para
descender en el invierno e iniciar su incremento en la primavera (Fig. 17 ay b).

Los triglicéridos en el plasma y en las heces tuvieron su pico en el otofio para
disminuir en el invierno y aumentarse a partir de la primavera (Fig. 17 a 'y b). Por su parte, el

colesterol en el plasma tuvo su pico en el invierno descendiendo en la primavera estacion a
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partir de la cual se inici6 su incremento, mientras que en las heces el pico fue
significativamente mayor (F = 39.0, P < 0.05) en otofio descendiendo de invierno a
primavera aumentando en el verano (Fig. 17 ay b).

La urea circulante inicié su incremento en el verano, con los valores mas altos en
otofio e invierno, y en las heces el pico fue en el verano para disminuir de otofio a
primavera (Fig. 17 ay b).

b) Machos

i) Reproductivos. La glucosa circulante en el verano tuvo un aumento, disminuyendo en
otofio e incrementarse en el invierno que fue el pico mas alto (Fig. 21a). En las heces el
pico fue en el otofio descendiendo en el invierno, siendo este descenso significativo con
respecto primavera y verano (F = 17.23, P < 0.05) (Fig. 21b).

Los triglicéridos tanto en el plasma como en las heces tuvieron un perfil de iniciar su
incremento en el verano alcanzando su pico maximo en el otofio (significativo en las heces:
F = 8.58, P < 0.05) y descender en el invierno (Fig. 21 a y b). El colesterol tuvo un pefrfil
similar al de los triglicéridos, sin embargo, en las heces solo se detectdé un ligero aumento
en el invierno (Fig.21 ay b).

La urea en el plasma tuvo su pico mas alto en el verano, decreciendo en otofio y
primavera, y en las heces solo se detectd un valor superior al de la sensibilidad del ensayo

en el invierno (Fig. 21 ay b).
i) No reproductivos. El Gnico raton colectado en otofio mostré tanto en el plasma como en
las heces mayor cantidad de triglicéridos, seguido de glucosa y urea, respectivamente, sin

embargo, no fue detectado el colesterol.

7.3.3. Comparacion entre las localidades.

a) Hembras:

Al compararse estacionalmente en las hembras no reproductivas las
concentraciones de los IM en el plasma entre las dos localidades, no se observaron
diferencias significativas (P > 0.05). Por su parte, en las heces se observd que los
triglicéridos en el verano de la localidad conservada fueron significativamente mayores que
en la localidad alterada (F = 19.28, P < 0.05) (Fig.17).

b) Machos:

En los individuos machos reproductivos de la localidad conservada las
concentraciones de los triglicéridos analizados en plasma fueron significativamente
mayores durante el verano y otofio (F = 6.20, F= 6.45, P < 0.05). La urea en el plasma fue
significativamente mayor (F = 6.51, P < 0.05) en la localidad alterada.
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Con respecto a las heces, se observo que la concentracion de glucosa en el verano

fue significativamente mayor en la localidad conservada (F = 7.48, P < 0.05) (Fig.21).

7.3.4. Contenido de IM por sexo entre las dos localidades.

Al comparar estacionalmente en plasma y heces los contenidos de los IM por sexo,
condicién reproductiva y localidad, se observé que las hembras no reproductivas y machos
reproductivos en el plasma tendieron a ser mayores en todas las estaciones del afio en la
localidad conservada, mientras que en las heces lo fueron en la localidad alterada (Fig. 17 y
21).

7.3.5. Comparacion de los IM por _condicién reproductiva por sexo.

Se comprob6 que estacionalmente no hubo diferencias significativas de los IM tanto
en el plasma como en las heces en las hembras y machos por condicié n reproductiva de
ambas localidades. Por lo tanto, se agruparon todos los individuos correspondientes a su
condicién reproductiva por sexo y estacion del afio para mostrar el perfil ontogenético de los

IM en P. melanocarpus.

a) Hembras:

En primavera la glucosa en el plasma y heces de las no reproductivas, gestantes y
lactantes no fue diferente (P > 0.05), sin embargo, en las lactantes tendié a ser mayor con
respecto a las otras dos condiciones reproductivas (Fig. 18a). En el verano, que es la
estacién en donde solo se capturaron no reproductivas y lactantes, el contenido de este IM
en plasma y haces tendié a ser mas alto en las lactantes. Por su parte, el invierno estacion
en donde solo se colectaron no reproductivas y gestantes, en estas Ultimas fue mayor la
glucosa tanto en el plasma como en las heces (Fig. 18b).

La concentracion de los triglicéridos en el plasma de las lactantes en primavera fue
significativamente mayor que las no reproductivas y gestantes (F = 68.32, P < 0.05), y en
las heces fue similar pero la diferencia significativa fue en las gestantes (F = 74.72, P <
0.05). En el verano los contenidos de este indicador metabdlico en plasma y heces de las
no reproductivas fue mayor su concentracion que en las lactantes, y en inverno el contenido
en plasma de las no reproductivas fue significativamente mayor (F = 39.03, P < 0.05)
respecto a las gestantes, siendo lo contario en las heces (Fig. 18 ay b).

El colesterol en el plasma durante la primavera fue similar tanto en las no
reproductivas, gestantes y lactantes, y en las heces el contenido tendié a ser mayor en las
no reproductivas y lactantes. En el verano, tanto en el plasma como en las heces el
contenido en las lactantes tuvieron los valores mas altos que las no reproductivas. Por su
parte, en invierno el contenido de este IM en plasma de las no reproductivas fue mas alta

su concentracién que en las gestantes, y en las heces fue lo contrario (Fig. 18 ay b).
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En la primavera el contenido plasmatico de urea en las no reproductivas y lactantes
fue el mismo pero menor en las gestantes, y en las heces el pico fue en las gestantes con
respecto a las lactantes y no reproductivas. Para el verano las lactantes presentaron mas
urea en plasma y heces que las no reproductivas, y en el invierno el contenido fue a Ito en
las gestantes con respecto a las no reproductivas, y en las heces solo se detectd en las
gestantes (Fig. 18 ay b).

b) Machos:

La glucosa en plasma en los machos reproductivos fue mayor que los no
reproductivos tanto en el otofio como en el inviern o, siendo lo contrario en las heces (Fig.
22 ayh).

Los triglicéridos circulantes estuvieron en mayor concentracion en los reproductivos
qgue en los no reproductivos en otofio e invierno. Pero en las heces los no reproductivos
tuvieron en otofio el mayor contenido que los reproductivos, mientras que en el invierno se
observé lo contrario (Fig. 22 a 'y b).

El colesterol en plasma de los ratones reproductivos en otofio fue mas alto que en
los no reproductivos, resultando lo contrario en las heces. En invierno los no reproductivos,
en el plasma (F= 5.72, P < 0.05) y heces tuvieron el mayor contenido (Fig. 22 ay b).

La urea en plasma y heces de los ratones reproductivos en otofio fue mayor que los
no reproductivos. En el invierno tanto en el plasma y heces de los ra tones no reproductivos

fue mayor (Fig. 22 ay b).

7.3.6. Contenido ontogenético de IM por condicién reproductiva.

a) Hembras:

Al considerar la condicion reproductiva sin las estaciones del afio, se observo que en
las hembras lactantes la glucosa circulante fue significativamente mayor que las no
reproductivas y gestantes (F = 4.13, P < 0.05). Encontrando que el contenido en las heces
mayor en las no reproductivas con respecto a las gestantes y lactantes (Fig. 19 ay b).

Los triglicéridos circulantes en las no reproductivas tuvieron la mayor concentracion
gue las lactantes y gestantes, respectivamente. En las heces de lactantes el contenido de
los triglicéridos fue mayor que en las gestantes y no reproductivas (Fig. 19 a 'y b).

En cuanto al colesterol circulante en las no reproductivas fue mayor que en las
gestantes y lactantes, siendo lo contrario en las heces es decir, mayor en las lactantes con
respecto a las gestantes y no reproductivas (Fig. 19 a y b).

La urea en el plasma de las lactantes fue mayor que en las no reproductivas y
gestantes. Siendo significativamente mayor en las heces de las gestantes con respecto a

las lactantes y no reproductivas (F =4.73, P <0.05) (Fig. 19 ay b).
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b) Machos:

Al comparar la condicion reproductiva sin considerar las est aciones del afio, se
observé que la glucosa circulante en los machos reproductivos fue significativamente mayor
(F =5.51, P <0.05) que los no reproductivos, y en las heces fue lo contrario (Fig. 23 ay b).

Los triglicéridos circulantes y en las heces de los ratones reproductivos fueron
mayores que en los no reproductivos (Fig. 23 a y b). El contenido de colesterol en plasma
de los no reproductivos fue mayor que los reproductivos, pero contrario en las heces (Fig.
23 ayh).

La urea circulante y en las heces de los ratones reproductivos fue mayor que en los

ratones no reproductivos (Fig. 23 a 'y b7).

7.3.7. Correlacion entre el contenido de los IM en plasma vy heces por sexo.

Se encontraron diferencias significativas al comparar las concentraciones de los
indicadores metabdlicos en las hembras no reproductivas y los machos reproductivos en
plasma y heces por estacion del afio, siendo mayor en el plasma con respecto a las heces
(hembras: F = 9.83, P < 0.05; machos: F = 23.08, P < 0.05) (Figs. 20y 24).

Una vez demostrada la existencia de diferencias significativas entre los contenidos
de los IM en plasma y heces, se realiz6 un analisis de correlacion de Pearson en esté se
observé que Unicamente la glucosa en plasma y heces de los machos reproductivos hubo
significancia (F= -0.53, P < 0.05). Sin embargo, aunque no hubo una correlacién positiva en
los otros tres IM (triglicéridos, colesterol y urea) los contenidos en el plasma tendieron a ser

mayores que en las heces (Figs. 20y 24).
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INDICADORES REPRODUCTIVOS
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Figura 9. Contenido estacional en las hembras no reproductivas de los indicado res
reproductivos HE y cortisol en A) plasma y B) heces en las dos localidades de estudio, la

linea continua muestran “El Reldmpago” (sitio conservado) y la linea punteada “La

Esperanza” (sitio alterado).
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Figura 13. Contenido estacional de los indicadores reproductivos HE en los machos en A)
plasma y B) heces en las dos localidades de estudio, linea continua muestran “El
Relampago” (sitio conservado) y la linea punteada “La Esperanza” (sitio alterado).

37



MACHOS

T EN PLASMA
08
0,6
-
£ o4
j=)}
j=
i} i
00
PRIMAVERA VERANO oToNo INVIERNO
CORTISOL EN PLASMA
30
20
]
£
j=2)
=1
10
0 . ﬁ
PRIVAVERA VERANO OTORO INVIERNO

200 4

150 4

B

T EN HECES

2
S 100
c
0 T T T
PRIMAVERA VERANO oToNO INVIERNO
CORTISOL EN HECES
3000 -
2400 -
_ 18004
2
o
E 1200 4
600 ﬁ
0 T T
PRIMAVERA VERANO OTONO INVIERNO

Figura 14. Contenido estacional de testosterona y cortisol en A) plasma y B) heces en los

machos reproductivos (barras negras) y no reproductivos (barras blancas).

NO REPRODUCTIVOS

REPRODUCTIVOS

T ENPLASMA TENHECES
125 -
04
100 {
03
_ 751
= (=2
E 02
? ? 50
0,1 - 25 4
00 0
NO REPRODUCTIVOS REPRODUCTIVOS NO REPRODUCTIVOS
CORTISOL EN HECES
CORTISOL EN PLASMA
1500
25
20
1000
o 15 5
E )
£ £
2 10 500
5
0 4 0

REPRODUCTIVOS

NO REPRODUCTIVOS

Figura 15. Concentracion de testosterona y cortisol en machos en cada condicion
reproductiva en A) plasma y B) heces.

38



MACHOS

-
0,40 + - 150
0,30 4 T

4 100
TEI —
£ 0204 2
2 = 2
450
0,10 L+
0,00 } } } _ 0
PRIMAVERA  VERANO oToNO INVIERNO
CORTISOL
16 — -+ 3000
1 2500
121
4 2000

3

> 8T

=]

4 4
0
PRIMAVERA  VERANO oToNo INVIERNO

Figura 16. Patrén general del contenido estacional de testosterona vy cortisol de los machos
reproductivos, en plasma (linea continua) y heces (linea pun teada).

39



INDICADORES METABOLICOS

HEMBRAS
GLUCOSA EN PLASMA GLUCOSABNHECES
12
50
40 9
_ 30 5 g
kel
el 2
£ 20
3
10
-
0 oz } . Q= = 0 . | . .
PRIVAVERA VERANO oTofio INVIERNO FRIVAVERA VERANO oo INVIER\NO
) TRIGLICERIDOS EN HECES
TRIGLICERIDOS EN PLASMA
300 %
-~ 20
200 _ 15
= >
g )
g € 10
100
5
I oL
o 0 o==7 . .
PRIMAVERA VERANO oToRO INVIERNO PRIVAVERA VERANO OToNO NVIERNO
COLESTEROL EN PLASMA COLESTEROL EN HECES
15
200
150 r
B 1,0
= = -~
B 100 2 ’ IS
D £ ’ A
£ , .
05 — .
50 ’
k4
4
4
0 - 00 N e e = =" -(!)
PRIVAVERA VERANO oTORO INVIERNO PRIVAVERA VERANO oTofo VRO
UREA EN HECES
UREA EN PLASMA
0,8
1,0
0,8 0,6
. LSO == == O N
%‘ 0,6 .- g 04
g £
£ 04
» 02
4
0,2 .
4
0,0 e ° 0,0 v t -
PRIVAVERA OTORO INVIERNO PRIMVAVERA VERANO oTofo INVIERNO

Figura 17. Contenido estacional de los IM en las hembras no reproductivas en A) plasma y

B) heces en las dos localidades de estudio, linea

conservado) y la linea punteada “La Esperanza” (siti

continua muestra “El Relampago” (sitio

0 alterado).

40



INDICADORES METABOLICOS

HEMBRAS
A B

GLUCOSA EN PLASMA
GLUCOSA EN HECES

60

12 .

3 o
S ER
£ £
34
0 4
PRIMAVERA VERANO oToNo INVIERNO PRIMAVERA VERANO oToRo INVIERNO
TRIGLICERIDOS EN PLASMA TRIGLICERIDOS EN HECES
250
25
200 20
O 150 _ 15
E o
=) =)
E 100 E 10
50 5
0 0
PRIMAVERA VERANO oToRo INVIERNO PRIMAVERA VERANO OToNo INVIERNO
COLESTEROL EN HECES
COLESTEROL ENPLASVA
15 4
120
0
3 ?
By
k')
0 ; ﬂ
FRVAVERA VERAND [e)ie\'¢} INVERND

INVIERNO

UREA EN HECES

3 &

PRIVAVERA VERANO oTtofo INVIERNO PRIVAVERA VERAI

oToRo INVIERNO

Figura 18. Concentracion estacional de los IM en plasma A) y heces B) en las hembras no

reproductivas (barras negras), gestantes (barras blanca s) y lactantes (barras con rayas).

41



A

GLUCOSA EN PLASMA

HEMBRAS

GLUCOSA EN HECES

10

50
8
40
I 6
= 30 o
3 =
=) E 4
£ 20
10 2
0 04
NO REPRODUCTIVAS GESTANTES LACTANTES NO REPRODUCTIVAS GESTANTES LACTANTES
TRIGLICERIDOS EN PLASMA TRIGLICERIDOS EN HECES
150 -
25
20
100
el
8 - 15
=) 2
1S =)
50 | E 10
5
0+ 0
NO REPRODUCTVAS GESTANTES LACTANTES NO REPRODUCTIVAS GESTANTES LACTANTES
COLESTEROL EN HECES
COLESTEROL EN PLASMA
2,0
150
15
100 4
= o
0 > 1.0
= £
€
50 |
0,5
04 0,0
NO REPRODUCTIVAS GESTANTES LACTANTES NO REPRODUCTIVAS GESTANTES LACTANTES
UREA EN HECES
UREA EN PLASM A 10
1,0 4
08
0,8 4
. 06
s 0,6 4 \g
>
E 4] E 04
0,2 4 0.2
0,0 0,0

NO REPRODUCTIVAS GESTANTES

Figura 19. Concentracién de los

reproductiva.

LACTANTES NO REPRODUCTIVAS GESTANTES LACTANTES

IM en plasma A) y heces B) en cada condicién

42



HEMBRAS

GLUCOSA
TRIGLICERIDOS
- 250 — - 20
40 ;25
35 L _ )
200 +
301 T20 +15
25+ 150 |
3 T® 5 3 5
220t g 3 1103
£ £ € £
15 | 110 100 1
10 4 T 1ls
L0 = =Ny - % Is 50 L
51 .- 1
0 o~ i i 0 0 t t + t + 0
PRIMAVERA  VERANO OTORO INVIERNO PRIMAVERA VERANO  OTONO  INVIERNO
COLESTEROL
150 + - 1,0
100 +
3 5
) - 053
€ €
50 +
0 } } 0,0
PRIMAVERA VERANO oToRNo INVIERNO
UREA
1,0 + +08
08+
+ 0,6
g %71 5
) 04 5
€ 044 £
L 0,2
021 0,
0,0 0,0

PRIMAVERA VERANO

OTONO

INVIERNO

Figura 20. Patron general del contenido estacional de los IM de las hembras no

reproductivas, en plasma (linea continua) y heces (linea punteada).

43



mg/dL

mg/dL

mg/dL

40

600

400

200

A

GLUCOSA EN PLASMA

MACHOS

PRIMAVERA

VERANO

TRIGLICERIDOS EN PLASMA

80 4

60 4

40 4

20 4

PRIMAVERA

VERANO oToNO

COLESTEROL EN PLASMA

INVIERNC

10

PRIMAVERA VERANO oToNo INVIERNO
UREA EN PLASMA
(o]
N
’ .
V3 +
¢ A Y
A3
+
+
s Al
¢ A3
¢ Al
Y z o =
% ! - -{ )
PRIMAVERA VERANO oTtolo INVIERNO

B

GLUCOSA EN HECES

16

12

5
o
£ s
a4
0l
PRIMAVERA VERANO oTofo INVIERNO
TRIGLICERIDOS EN HECES
80
60
.
2
S 40
€
20
0
PRIMAVERA VERANO oToRo INVIERNO
COLESTEROL EN HECES
20,
15 {
5
S 10
£
05 {
00 o - O- - = = é
PRIVAVERA VERANO oToRo INVIERNO
UREA EN HECES
09
_ 06
2
o
€
03
00

PRIMAVERA INVIERNO
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VIil. DISCUSION
8.1. Diferencias entre localidades

En regiones donde la estacionalidad climatica es marcada, ésta influye notoriamente
sobre los ciclos fenoldgicos de la vegetacion (v. gr., creci miento, floracion, fructificacion y
produccién de semillas, senescencia), determinando la disponibilidad y abundancia de
alimento (v. gr., diferentes partes de la planta y especies vegetales) para los ratones
silvestres (Vazquez et al., 1999), entre los que se encuentran los del género Peromyscus.
Estos cambios en la vegetacion, inducen movimientos locales y migratorios, o bien,
cambios en los patrones poblacionales, reproductivos y alimenticios en estos pequefios
mamiferos. A su vez, debido a sus habitos he rbivoros, los ratones de campo tienen gran
influencia sobre la estructura y diversidad de la vegetacion en los diferentes lugares en
donde habitan (Vazquez et al., 2000), ya que actian como dispersores de semillas y, por
ende, coadyuvan a la regeneracién de la vegetacion autoctona (Villa y Cervantes, 2003;
Ceballos, 2005), (i. e., como heteromidos que son granivoros, otros géneros que consumen
y son depredadores de semillas, hojas, tallos o frutos como es el caso del género
Peromyscus) causa por lo que tienen gran influencia sobre su habitat. (Gonzélez et al.,
2005; Zapala et al., 2005; Rojas et al., 2007). Las diferentes especies de roedores pueden
responder diferentemente a las condiciones ambientales, sin embargo, existen otros
factores que pueden modificar su actividad reproductiva, como la alteracion humana que
causa inestabilidad en las poblaciones provocando, por ejemplo, que los individuos alternen
los alimentos de forma diferente (Garcia et al., 2004).

La cantidad y calidad del alimento tienen una f uerte influencia en la fluctuacion de la
densidad poblacional de los individuos, lo cual repercute positiva 0 negativamente en sus
espacios vitales; cambios que estan fuertemente ligados a cambios climaticos (v. gr., lluvia)
y a la calidad del suelo (Herndndez et al., 2003). Sin embargo, se ha considerado que la
alteracion del habitat no modifica la diversidad de roedores terrestres pero si su
abundancia, como ha sido determinado en comunidades de roedores de selva baja de
Morelos (Garcia-Estrada, 1999) y de bosque templado de Jalisco (Vazquez et al., 2000).
Por lo tanto, la alteracién antropogénica del habitat puede incrementar el aislamiento de
especies que tienen requerimientos altamente especializados, lo cual provoca el que se
modifique la actividad reproductiva (Garcia et al., 2004, 2002). Lo anterior estaria
relacionado con el hecho de que el nimero de P. melanocarpus encontrados en la localidad
alterada (LA) fue menor en comparacion con la localidad conservada (LC ), debido a las
diferencias en la disponibilidad de alimento entre ambos habitats repercutiendo en la
dinamica poblacional (Vazquez, 1999). Ademas de la diferencia en el numero de individuos
en ambas localidades de estudio, también se comprobd un efecto negativo en la actividad
reproductiva.

48



Lo anterior se debe a que las hembras son mas susceptibles que los machos a los
cambios en el ambiente, ya que en ellas recae en la época reproductiva el mayor esfuerzo
es decir, mayor gasto energético debido tanto a la gestacion como a la alimentacion -
lactancia- de las crias y su protecciéon que en conjunto favorece su sobrevivencia. Por lo
tanto, las hembras durante la época reproductiva buscan lugares seguros para el parto y
cuidados de sus crios, razén por la cual su madriguera debe estar circundada con
abundante disponibilidad de alimento y asi evitar desplazamientos amplios lo cual
provocaria su depredacion. Por su parte, los machos tienden a desplazarse mas y asi
explorar otras zonas en busca de alimento y permitirles aparearse con mayor nimero de
hembras, sin embargo, debido a esta mayor exposicion en los sitios alterados son mas
depredados (Herndndez et al., 2003). Por lo tanto, estos hechos indican que P.
melanocarpus al estar en un medio con mayor calidad de recursos disponibles, como lo fue
en la localidad conservada, les permitié reproducirse mas lo cual se apoya en haber
colectado en la LC el mayor nimero de hembras adultas tanto gestantes como lactantes,
asi como de haber mas machos adultos los cuales pudiesen apoyar en el cuidado de las

crias debido a que es una especie mondgamo (Rickart, 1977; Rickart y Robertson, 1985).

El haber colectado menor nimero de individuos en la localidad alterada indica que
P. melanocarpus es muy susceptible a los cambios en su ambiente, prefiriendo los sitios
con vegetacion exuberante donde la disponibilidad de recursos alimenticios se encuentran
todo el afio y por ende favorecer su reproduccion (Robertson, 1975; Rickart y Robertson,
1985; Cervantes et al., 1993). Utilizando la localidad alterada como “sitio de paso” ( Garcia
et al., 2004) como ha sido reportado en P. levipes que muestra predileccion por la cobertura
arborea y herbacea y poca preferencia por lugares poco alterados y areas rocosas con
cobertura arborea (Garcia et. al., 2002) o como P. mexicanus y Heteromys desmarestianus
gue solo se capturan en lugares conservados donde hay mayor abundancia y distribucién

de recursos (refugio y alimentacion) (Sanchez, et al., 2001).

8.1.1. Indicadores Reproductivos, entre las localidades .

La poblacién de P. melanocarpus en la LA se vio afectada en la abundancia de
individuos reflejandose también en la actividad reproductiva con respecto a la LC. Hecho
que se considerd a partir del nimero de hembras capturadas con actividad reproductiva,
por ejemplo, gestantes y/o lactantes, asi como el nimero de machos adultos con o sin
testiculos escrotados; evidencias generalmente utilizadas en la mastozoologia como
indicadores de actividad reproductiva (Kunz et al., 1996; Romero-Almaraz et al., 2000). Sin
embargo, el hecho de no haber diferencias significativas en los contenidos de hormonas
esteroides entre hembras y machos en las diferentes condiciones reproductivas antes

mencionadas de ambas localidades estudiadas, indica que aunque haya diferencias en el
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habitat el comportamiento endocrino reproductivo es muy similar. Como se constatd, por
ejemplo, en las hembras no reproductivas el comportamiento de P4 y E2 circulante fue
similar en individuos de ambas localidades, asi como en los machos reproductivos -
testiculos escrotados- de las dos localidades en donde la T estuvo en valores similares. Por
lo tanto, las HE no indican alteracion endocrina de la funcion reproductiva tanto en hembras
como en machos entre una localidad alterada con una no alterada, lo cual sugiere que los
individuos adultos de ambos sexos de P. melanocarpus independientemente de si estd 0 no

alterado su habitat su fisiologia reproductiva se mantiene.

8.1.2. Indicador de estrés (IE), cortisol, entre las localidades.

Las especies responden a diferente condiciones ambienta les, siendo el estrés una
respuesta hacia estimulos externos o internos que modifican la homeostasis del individuo
(Brousset et al., 2005). De ahi la hipotesis propuesta en esta tesis de que al cuantificar el
cortisol como un indicador de estrés este se en contraria en mayores concentraciones en la
localidad alterada debido a la presion que causaria la falta de disponibilidad de los
recursos. Sin embargo, las concentraciones circulantes tanto en hembras como en machos
en diferentes condiciones reproductivas en ambas localidades fue similar. Una posibilidad
de que fuese similar pudiese deberse a que el cortisol no haya sido el indicador del estrés
fisiologico ya que en roedores como la rata albina ( Rattus norvegicus) la corticosterona es
el glucocorticoide mas producido y que tiene mayor efecto, sin embargo, junto con el
cortisol ambos pueden tener efecto fisiologico (Good et al., 2003; Brousset et al., 2005;
Valdespino et al., 2007).

8.1.3. Indicadores del Metabolismo Intermediario (IMI), entre las localidades.

La relacion que se establece entre la dinamica poblacional de los pequefios
mamiferos terrestres con la disponibilidad de alimento, implica la sincronizaciéon de su
actividad reproductiva con las épocas de mayor abundancia de plantas, lo que resulta en
incrementos poblacionales marcadamente definidos en el afio; por lo tanto, se ha propuesto
gue los requerimientos alimenticios condicionan el éxito reproductivo (Vazquez et al., 1999,
2004) y, por lo que es razonable suponer que a un nivel local esos cambios en el ambiente
definan las necesidades metabdlicas de, por ejemplo, los roedores. Estos podrian optar por
recurrir principalmente a fuentes alimenticias mas ricas en carbohidratos, grasas o
proteinas, conforme cambia su estado fisiologico, asi como la etap a en su ciclo biolégico.
Por ejemplo, se ha propuesto que el nimero de crias, su tamafio y supervivencia,
dependen del buen estado fisiolégico de la hembra, lo cual a su vez, esta en funcion de la
accesibilidad de los recursos alimenticios, asi como de la variedad y calidad de los

nutrientes que éstos aportan (Garcia et al., 2002, 2004).
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En la poblacion de P. melanocarpus en la localidad alterada se vio afectada su
actividad reproductiva debido a la disponibilidad de alimento mismo que no tuviesen la
misma calidad y variedad de la localidad conservada, sin embargo, los indicadores
metabolicos fueron similares por sexo en ambas localidades. Lo cual indica que
metabolicamente hablando P. melanocarpus utiliza similarmente los recursos alimenticios
aunque esté en una zona alterada. Por lo tanto, si existe un periodo de privacién de
alimento, los ratones reorganizaran su metabolismo para asegurar su supervivencia debido
a que se activan mecanismos que preservan, por ejemplo, la glucosa para proteger los
tejidos que dependen principalmente de ella y satisfacer asi las demandas energéticas
(Moyes y Shulte, 2007). Por lo que las dietas aunque fuesen diferentes en las dos
localidades estudiadas, no da lugar a una baja calidad de la dieta y por tanto verse
reducidos los nutrientes para mantener lo mas posible el buen estado fisiologico de los
individuos (Vazquez et al., 1999, 2004).

Ahora bien, que los IMI tuviesen mayor concentracion durante el otofio concuerda
con el hecho de que en esta estacion del afio en la LC hay mas abundancia de frutos y
semillas debido a las lluvias. Por ejemplo, la cantidad de urea, que fue el indicador del
metabolismo de proteinas, concuerda con lo reportado por Vazquez y col. (1999, 2004)
para P. aztecus en donde los valores de proteinas fueron mayores durante la estacion
hdmeda, aportando asi proteina en la mayor proporcion por hojas de dicotiledéneas.

Aunqgue con los IMI utilizados en esta tesis no se puede saber de que se estan
alimentando estos roedores, pero si permiten estimar los cambios en sus habitos
alimenticios, por ejemplo, en hembras no reproductivas en el otofio se incrementa el
consumo de alimentos ricos en lipidos y en las hembras gestantes los carbohidratos tanto
en primavera como en verano, lo cual indica el estado relativo de su n utricion en diferentes
condiciones fisiologicas, ademéas de indicar su adaptacion a su medio ambiente (Bavera,
2000).

Por lo tanto, las estrategias metabdlicas en los animales controlan las constantes
fluctuaciones en la disponibilidad de nutrientes, las de mandas energéticas y las condiciones
ambientales. Para asegurarse del correcto flujo de la energia necesaria, para el control las

rutas del metabolismo intermediario y poder sobrevivir ( Moyes y Shulte, 2007).

8.2. HE por actividad reproductiva.

La época reproductiva de P. melanocarpus se tiene reportada en primavera y verano
(Rickart y Robertson, 1985). Sin embargo, los estudios referentes a su biologia reproductiva
han sido abordados desde un punto de vista ecoldgico, asi como en individuos capturados
en campo aclimatados a un bioterio sin que se registren eventos fisioldgicos. Por lo que en
esta tesis los datos reportados sobre su biologia reproductiva corresponden a ratones de

vida libre.
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a) Hembras:

En la primavera se constatd la mayor actividad reprod uctiva a partir del hecho de
haber capturado mas hembras lactantes (n= 3) seguida del invierno con mas hembras
gestantes (n= 2) y que aunado a las evidencias de haber colectado una hembra gestante en
primavera y verano sugiere fuertemente que en vida libre P. melanocarpus se reproduce en
primavera, verano e invierno, sin embargo, no se puede descartar que se reproduzca en el
otofio ya que tal vez las hembras estén mas tiempo en sus madrigueras . Por lo tanto, esta
especie de Peromyscus en efecto, pudiese reproducirse todo el afio debido a que las
hembras fuesen poliestricas no estacionales, aunado al hecho de haber constatado todo el
afio machos adultos con los testiculos escrotados.

Por su parte, los contenidos de progesterona (P4) y estradiol (E2) en las heces
fecales permitieron constatar una correlacion con la actividad reproductiva. Por ejemplo, el
contenido de ambas HE fueron mayores en las gestantes con respecto a las lactantes,
siendo mayor la de P4 que la del E2. Relacién que concuerda con lo reportado p ara
diversas especies de roedores del género Peromyscus, en donde la producciéon de P4 es

mayor durante la gestacion (Salame-Méndez et al., 2003).

b) Machos:

La presencia de los testiculos escrotados en roedores silvestres en vida libre es un
indicador de madurez sexual, que junto al tamafio y peso del individuo permiten establecer
parametros para inferir la condicién reproductiva en si reproductivo o no reproductivo
(Garcia et al., 2004; Kunz et al., 1996; Romero-Almaraz et al., 2000). Por lo tanto, registrar
otros parametro de la fisiologia reproductiva como lo es la valoracion de HE permite
constatar la actividad gonadal durante los ciclos de vida de las especies (Salame-Méndez
et al., 2005).

El contenido de testosterona (T) circulante o en las heces permitié corroborar que
los ratones catalogados como no reproductivos coincidié con el bajo contenido de T
observando lo contrario para los ratones catalogados como si reproductivos. Por su parte,
la valoracion de T en el plasma y heces permiti6 determinar el p erfil estacional del
androégeno. En los ratones reproductivos en el plasma fue similar en primavera y verano
disminuyendo en otofio e incrementarse en el invierno, y en las heces incrementarse de
primavera a verano disminuyendo de otofio a invierno para inici ar su incremento en la
primavera (Fig. 14 ay b). De tal manera que este perfil hormonal permite confirmar que P.
melanocarpus durante todo el afio es capaz de producir T y por ende ser capaz de
reproducirse debido a que las hembras al ser poliestricas no e stacionales establecerian la

reproduccion por ser receptivas en periodos especificos (Salame -Méndez et al., 2005).
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8.3. Contenido ontogenético de HE por condicion reproductiva.

En las hembras no reproductivas la P4 circulante al tener la mayor concentrac ion
sugeriria que estas hembras estuviesen en metaestro que es la fase latea; periodo en el
cual es mayor la produccién de la progestina (Salame -Méndez et al., 2005). Por la funcién
que tiene la P4 en la gestacion, la de coadyuvar en la implantacion del em brién y la
permanencia de la gestacion (Harper 1971; Moyes y Shulte, 2007), su produccién es muy
elevada a partir de la placenta. Esta evidencia se pudo comprobar en la hembras gestantes
de P. melanocarpus ya que aunque el contenido circulante fue muy bajo en las heces fue
muy elevado.

El estradiol durante la lactancia es muy importante ya que estimula la liberaciéon de
prolactina que es la hormona lactogénica que regula la produccién y secrecién de leche
(Moyes y Shulte, 2007). De tal manera que la valoraci 6n del estrégeno permitié constar que
su contenido circulante fue mayor y escasamente valorado en las heces .

Por su parte, los machos no reproductivos presentaron menor concentracion de T
circulante que los reproductivos, lo cual podria sugerir que estos r atones podrian ser
adultos jévenes que podrian participar en la reproduccién, sin embargo, dicha participacién

estaria condicionada a su fenotipo y a su conducta (Salame-Méndez et al., 2005).

8.4. IM y actividad reproductiva.

Normalmente la disponibilidad de los recursos alimenticios en la mayoria de las
especies de mamiferos pequefios responde a los cambios en la precipitacion y produccién
primaria. Por ejemplo, Dipodomys (granivoros grandes) aumenta su densidad cuando
existe alimento disponible (Gonzélez et al., 2005), situacidn que explicaria que en el otofio,
época de lluvias en las localidades de estudio, P. melanocarpus fuese mas abundante.
Hecho que se confirmd en el presente estudio, en donde se tuvo mayor numero de
individuos capturados siendo menor durante la estacion seca; fluctuacion en la densidad
debida a la estacionalidad reproductiva (Rickart, 1977). Ademas que la disponibilidad y
calidad nutricional del alimento es un factor limitante para la reproduccién (Sanchez -
Cordero, 1993), se pensaria que en épocas de secas cuando los recursos no estan en
abundancia los individuos no se reproducirian. Sin embargo, esto no fue asi, ya que el
mayor nuimero de hembras gestantes y lactantes se capturaron durante la primavera,
invierno (épocas de secas y menor cantidad de alimento) y verano, respectivamente.

Ademas de que los IM en plasma en ambos sexos no se encontraron disminuidos en
las épocas de seca. Por lo tanto P. melanocarpus pueda reproducirse en épocas de
supuesta disminucion de recursos alimentarios, pero cabe resaltar que este estudio se
realizo en un boque mesdfilo en donde la estacionalidad de las precipitaciones es muy
reducida, cayendo lluvia con regularidad, incluso durante la estacion seca -invierno-, y las
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pesadas nieblas se producen casi a diario. Muy pocos arboles en el BMM son deciduos
estacionales y la productividad probablemente fluctia mucho menos aqui que altitudes
menores, lo cual resulta en una mayor diversidad y cantidad de alimento disponible y por
ende una mejor opcién de sitios para madrigueras para los roedores (Bonilla, 1999; Rickart,
1977). Lo anterior le permitiria a P. melanocarpus almacenar en su madriguera su alimento,
como se a demostrado que lo hace en condiciones de laboratorio (Rickart, 1977; Rickart y
Robertson, 1976), lo que explicaria la actividad reproductiva en épocas poco favorables
desde el punto de vista de la abundancia de alimento.

La glucosa en plasma tanto en machos como en hembras es elevada en primavera,
lo que coincide con la mayor actividad reproductiva, d e tal manera que este carbohidrato es
un muy buen generador de energia y que esta rapidamente disponible para el
funcionamiento del organismo, aunado a que también es un intermediario en la sintesis de
grasas (Moyes y Shulte, 2007; Lenhinger 1991). Este co mportamiento en los carbohidratos
es similar a lo que sucede en P. aztecus donde aumentan durante la primavera (Vazquez et
al.,, 1999 y 2004). Lo contrario sucede con los triglicéridos donde en esta estacion son
bajos, siendo en otofio cuando aumentan, lo que podria deberse al aumento de
disponibilidad o variedad de alimento por ser temporada de lluvias, o bien que el aporte de
los alimentos en esta temporada los almacene, preparandose para las siguientes
estaciones donde podria haber escasez de alimento.

En P. aztecus se reporta que en la primavera esta especie ingiere especies de
plantas ricas en proteinas debido al aumento en esta estacion del contenido de proteinas
totales del alimento (Vazquez et al., 1999 y 2004). En P. melanocarpus tanto en machos
como en hembras la valoracion de urea en el plasma y heces como indicador del
metabolismo de proteinas el cual es usado en animales domésticos como vacas y cabras
(Galvis et al., 2002 y 2003), permitid6 constatar su perfil estacional. En las hembras no
reproductivas fue bajo en el verano, incrementandose en el otofio y disminuir de invierno a
primavera. Mientras el perfil en los machos reproductivos tiende a ser mayor en el verano
disminuyendo en otofio e incrementarse en invierno. Por lo tanto, en las hembras de P.
melanocarpus el consumo de alimentos con mayor contenido de proteinas se da en el

otofio mientras que en los machos es en el verano.

8.5. Contenido ontogenético de IM por condicion reproductiva.

El balance entre la adquisicion y el gasto de energia es critico para la sobrevivencia y
el éxito reproductivo de los organismos. Este balance depende de la interacciéon entre
ingesta de energia, procesamiento digestivo, asignacion y gasto metabdlico (Karasov, 1986).
La reproduccién es un proceso costoso metabolitamente hablando que va desde la
generacion de nuevos individuos hasta la sobrevivencia de la camada, asi como durante su

ontogenia siendo estos diferentes entre sexos (Bozinovic, 1995; Moyes y Shulte, 2007).



Durante la gestacion las hembras presentan aumento de su masa corporal asociada
al desarrollo fetal y de las glandulas mamarias, asi como acumulacién de reservas
energéticas en forma de grasa. Ademas de que la tasa metabodlica durante la gestacion,
independiente de la calidad de la dieta ingerida, las he mbras de O. degus presentan un
relativo reposos en la tasa metabdlica durante la gestacion (Velloso y Bozinovic, 2000)
etapa reproductiva en donde la ingesta de energia aumenta ligeramente (Degen, et al.,
2002). Por su parte, en las hembras gestantes de P. melanocarpus a partir de los
contenidos circulantes de triglicéridos y colesterol como indicadores del metabolismo de
lipidos muestran que durante este proceso reproductivo no se incrementa la acumulacion
de lipidos. Sin embargo, esto cambia radicalmente durante la lactancia, periodo en donde
se incrementa considerablemente, al igual que la glucosa y urea, estimulada por una
acentuada alimentacion alta en calidad energética ya que durante esta etapa reproductiva
ocurre el mayor gasto energético, aumentando en un 65% mas que en la gestacion (Veloso
y Bozinovic, 2000; Bozinovic y Rosenmann, 1989; Degen, et al., 2002).

Se ha reportado que el contenido de colesterol en hembras lactantes en especies
domesticas es alto en las primeras fases de la lactancia y paul atinamente descender hasta
el cese de la lactacion. De tal manera que los contenidos circulantes de colesterol
registrados en las hembras de P. melanocarpus lactantes al ser menores que durante la
gestacion y ser mayor en las heces sugiere que las hembras analizadas pudiesen estar en
las ultimas etapas de la lactancia (Salgado, et al., 2006).

En los machos no es tan evidente los requerimientos energéticos como en las
hembras dependiendo de su condicidon reproductiva, sin embargo, se observo que los
ratones reproductivos de P. melanocarpus tuvieron mas concentracion de glucosa,
triglicéridos y urea en plasma con respecto a los no reproductivos . Esto podria deberse a
que los ratones reproductivos al participar en la reproduccion como lo son la busqueda de
hembra con quien reproducirse, el cuidado de su territorio y en la ayuda del cuidado de las
crias, eventos que en conjunto hacen que estos ratones tengan un mayor requerimiento
metabolicos (Robertson, 1975; Rickart y Robertson, 1985).

8.6. Indicador de estrés (IE), cortisol por condicion reproductiva.

Los animales que se estan reproduciendo tienen gastos energéticos considerables
por lo que tanto hay una estrecha relacion con el grado de estrés. De tal manera que
durante este proceso los animales ven alterada su fisiologia por lo tanto tiene que
metabolizar moléculas energéticas como lo son los carbohidratos, lo cual esta regulado por
los glucocorticoides como el cortisol y asi sobrevivir el individuo (Moyes y Shulte, 2007). La
magnitud de la respuesta al estrés puede depender del sexo y el estado reproductor del
animal. Los antecedentes hormonales asociados con el sexo y el estado de reproduccién

influyen en el modo en que otras hormonas ejercen sus efectos ( Moyes y Shulte, 2007). En
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las hembras gestantes de P. melanocarpus el cortisol circulante no fue detectable pero si
en las lactantes ya que durante esta etapa de la fisiologia reproductiva hay mayor estrés
fisioldgico con respecto a la gestacion (Veloso y Bozinovic, 2000; Bozinovic y Rosenmann,
1989). Lo cual concuerda con la evidencia de haber mayor de glucosa circulante en las
hembras lactantes, por lo tanto en la especie de estudio se confirma una relacién entre
contenido de glucosa y actividad reguladora del cortisol .

Por su parte, el hecho de que el conte nido de cortisol fuese mayor en los ratones no
reproductivos podria deberse a la competencia y cuidado de sus territorio por la obtenciéon
de recursos alimentarios, asi como poder participar en la reproduccién, lo que estaria
condicionado a competir con los machos reproductivos, que en conjunto provoca diferentes
grados de estrés.

8.7. Correlacion entre el contenido de las HE y los IM en plasma y heces.

Los individuos del género Peromyscus es utilizado como animal de laboratorio en
diversas campos de la fisiologia, endocrinologia y etologia (Bonilla, 1999; Good et al., 2003;
King 1968; Rojas y Barboza, 2007). Por ejemplo, en el area de la endocrinologia
reproductiva se ha descrito de manera interanual y ontogenética los perfiles de produccién
y contenidos circulantes e intragonadales de HE en roedores de ambos sexos en vida libre
(v. gr., Salame-Méndez et al., 2003, 2004, 2005). Estos estudios aportan evidencias
directas de la funcién gonadal ya que las valoraciones de HE o de otros marcadores
biolégicos como por ejemplo los IM utilizados en esta tesis, reflejan el estado fisiolégico y
endocrino de un individuo en un tiempo y espacios particulares (Valdespino et al. 2007); lo
que es de gran ayuda para entender los mecanismos ecofisiolégicos ( Bozinovic y
Rosenmann, 1989). Por otro lado, los estudios fisioldgicos y/o endocrinos en especies de
roedores silvestres en vida libre son complicados ya que, la toma de muestras sanguineas
es dificil de realizar sin tener que matar al animal aunado a que la especie en estu dio esté
en alguna categoria de riesgo o ser endémica y estar restringida su captura como lo es
Peromyscus melanocarpus. De tal manera que una estrategia ha sido el de valorar en las
heces diversos indicadores de la condicion fisioldgica de diversas especi es, lo que permite
tomar muestras en tiempos y espacios diferentes, ademas de que las cantidades de
sustancias a valorar que se eliminan en las excretas corresponden a la produccién
acumulada a través del tiempo (Valdespino et al. 2007). Por lo tanto, el uso de heces para
valorar biomarcadores es un valioso y poderoso método no invasivo que permite registrar
cambios de manera ontogenética como estacional (Good et al., 2003; Valdespino et al.
2007).

Por lo que en esta tesis se documenta por primera vez e in situ informacion de la
fisiologia metabdlica y reproductiva de P. melanocarpus de ambos sexos en diferentes

categorias de edad, condicion reproductiva y de manera estacional. Lo cual se hizo a partir
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de la valoracion de biomarcadores de la endocrinologia reproductiva como son las
hormonas esteroides sexuales, del estrés fisioldgico a partir de la valoracion de cortisol, asi
como de su metabolismo a partir de cuantificar glucosa, triglicéridos, colesterol y urea tanto
en el plasma como en las heces fecales. El analisis en plasma de los biomarcadores
permitié realizar la validacion fisiologica, ademas de mostrar la correlacion entre lo
encontrado en sangre con lo que hay en las heces.

8.7.1. Relacién de los indicadores reproductivos en plasma y heces.

La concentracion de HE libres o de sus metabolitos en las heces es, en general, de
2 a 4 ordenes de magnitud mayor que en la sangre (Valdespino et al. 2007), los cuales
pueden o no coincidir con el perfil circulante es decir, cuando la hormona es elevada en la
sangre (v. gr., plasma) este aumento puede ser encontrado en las heces, sin embargo, no
siempre es asi. Por lo tanto, al utilizar las heces como un método no invasivo para registrar
eventos bioldgicos desde un punto de vista fisiolégico, la interpretacion de be realizarse
cuidadosamente ya que depende de diversas variables, como por ejemplo, del
metabolismo, de que indicador se trate, el tiempo de retencion, entre algunos. De ahi la
importancia de realizar, en lo posible, una validacién fisiologica: valorar en sangre y heces
del mismo individuo los biomarcadores. Sin embargo, esta validacion es dificil de realizar ya
que no siempre se puede obtener en suficiente cantidad sangre sin tener que estresar al
animal, tanto que se puede provocar su muerte lo cual no e s deseable.

En esta tesis, en efecto los contenidos de HE estuvieron en rangos de magnitud
mayores en las heces que en el plasma. En las hembras y en los machos el
comportamiento de P4, E2, y T, respectivamente, en el plasma fue inverso al de las heces.
Por lo tanto, cuando la concentracion es alta en el plasma y baja en las heces significa que
la hormona se estad excretando poco debido a que estd ejerciendo su efecto bioldgico;
siendo lo contrario debido a que al no estar ejerciendo su accidn es eliminada p or las heces
via entero-hepética (Loza-Arredondo et al., 1988). Por lo tanto, con estas evidencias se
puede realizar un monitoreo estacional en otras zonas de estudio y asi estimar
estacionalmente la dinamica reproductiva de P. melanocarpus sin necesidad de
sacrificarlos.

Referente al cortisol tanto en hembras como en los machos, el comportamiento tuvo
un reflejo directo; cuando la concentracion fue alta en las heces también lo fue en el
plasma. Resultado similar al reportado en rata de laboratorio en condi ciones de laboratorio
(Good et al., 2003). Por lo tanto, al analizar este indicador de estrés en efecto permite
determinar de manera estacional el grado de estrés fisiolégico en P. melanocarpus en otras

areas de estudio.
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8.7.2. Relacién de los Indicadores metabdlicos en plasma y heces.

En contraste a las HE los IM se encuentran en mayor concentracion en el plasma
con respecto a las heces. Esto es muy importante ya que indica que las hembras y machos
de P. melanocarpus son eficientes en la obtencion de los nutrientes a partir de los cuales
satisfacen sus necesidades metabdlicas y asi poder responder a las demandas energéticas
durante sus ciclo de vida (Moyes y Shulte, 2007). Por lo tanto, los IM evaluados no son
excretados en grandes cantidades (correlacié n negativa con los circulantes) ya que son
utilizados exitosamente para el funcionamiento de los individuos de esta especie.

Por ultimo, el IM de proteinas la urea, en los machos su comportamiento fue similar
tanto en plasma como en heces, lo que indica un metabolismo continuo el cual no se
almacena sino que es rapidamente metabolizado. Por lo que es importante realizar
validaciones fisiolégicas, ya que en cada tipo cada indicador tiene particularidades con lo
cual utilizar de manera mas confiable a los bio marcadores valorados en las heces lo cual
permitird obtener més informacion ecofisiolégica de, por ejemplo, roedores silvestres en

vida libre con lo cual coadyuvar a su manejo y conservacion.

IX. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que P. melanocarpus es una
especie que es susceptible a los cambios en su entorno y se refleja en efectos negativos en
su abundancia y su actividad reproductiva en el sitio alterado. Por lo que podria ser utilizada
como una especie indicadora de altera cion ambiental.

Por lo que de continuar con la destruccion de la vegetacion del BMM las especies de
roedores podrian llegar a extinguirse localmente en areas muy alteradas. Ya que estos
hébitats pueden proveer una combinacion de cobertura para proteccion y una mayor
estabilidad de alimento disponible y contribuir a la estabilidad de las poblaciones de P.
melanocarpus. Por lo que el enfoque comunitario de la creacién y preservacion de las areas
comunales protegidas (ACP) es de suma importancia en la conservaci 6n de esta especie
endémica. Ademas de que la conservacion de esta especie dentro y fuera del ACP es
importante dado el papel que juegan los roedores como dispersadores de semillas, ya que
contribuye en la conservacion de los bosques.

Aunque el ambiente se este modificando constantemente de manera negativa para
las especies, las concentraciones de los indicadores reproductivos, metabolicos y de estrés
no se ven afectadas por la alteracion ambiental, por lo que independientemente de la
perturbacién o no del habitat, los individuos mantienen lo mas posible el buen estado
fisioldgico.

Las HE y los IM estan en dependencia del sexo, la edad y la condicién reproductiva

de cada individuo. Las evidencias hormonales, indican que P. melanocarpus tiene la
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capacidad de reproducirse durante todo el afio, dado que las hembras son poliestricas no
estacionales y los machos producen testosterona durante todo el afio. Aunque presentan
un aumento de la actividad reproductiva durante la primavera.

Cada condicion reproductiva tiene diferentes requerimientos nutricionales, siendo
durante la lactancia cuando se presenta el mayor gasto energeético.

La valoracién de los indicadores en plasma y heces las interpretaciones deben de
ser cuidadosas, ya que puede variar dependiendo de ca da indicador, por lo que los andlisis
de los indicadores en el plasma permitieron realizar una validacion fisioldgica, y poder
utilizar de manera confiable los resultados en las heces, proporcionando un valioso método
no invasivo, ofreciendo una alternativa en el estudio de la fisiologia de especies endémicas

0 en alguna categoria de riesgo.
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ANEXO

Estadistica descriptiva de ocho variables obtenidas de plasma y heces fecales de 81
ejemplares de Peromyscus melanocarpus procedentes de la Sierra Madre de Oaxaca. Se
considera el sexo y el estado reproductivo y en cada grupo se menciona el numero d e muestra
(n), la media (X), desviacién estandar (DE) y los valores extremos (min -max.).

HEMBRAS = 36
Variables Estadistica | No reproductivas Gestantes Lactantes
Plasma Heces Plasma Heces Plasma Heces

P4 n 29 29 3 3 4 4

X 1.31 36.80 0.3 21.76 0.3 7.84

DE 3.50 47.68 0 30.49 0 3.34

min-max 0-15.4 0-247.47 0.3-0.3 3.89-56.97 | 0.3-0.3 4.40-11.75
E2 n 29 29 3 3 4 4

X 22.74 97.89 6.96 90.35 174.40 1.72

DE 51.06 148.812 5.25 132.38 328.15 1.71

min-max 0-284.34 0.07-483.5 | 0.9-10 0.52-242.3 | 10-666.3 0.12-4.15
Cortisol n 29 29 3 3 4 4

X 2.48 29.86 0.1 0 0.6 0

DE 8.55 94.75 0 0 1 0

min-max 0-46.1 0-383.1 0.1-0.1 0-0 0.1-2.1 0-0
Glucosa n 29 29 3 3 4 4

X 10.49 4,10 3.43 3.35 33.25 2.28

DE 17.26 3.97 2.40 2.13 11.94 2.97

min-max 0-69.65 0-13.74 0.7-5.18 0.95-5.16 23.82- 0.59-6.74

50.47

Triglicéridos | n 29 29 3 3 4 4

X 53.99 6.32 10.12 9.21 40.07 16.10

DE 83.96 6.27 16.89 3.10 20.04 7.37

min-max 0-409.84 0-11-24.44 | 0.35-29.63 5.62-11.04 | 10.58-54.4 | 5.13-21.01
Colesterol n 29 29 3 3 4 4

X 58.81 0.45 36.09 0.46 31.54 1.18

DE 47.36 0.47 9.36 0.36 14.75 1.55

min-max 0-209.88 0-1.63 27.08-45.77 | 0.20-0.88 12.01-44.1 | 0.142-3.49
Urea n 29 29 3 3 4 4

X 0.57 0.13 0.47 0.7 0.7 052

DE 0.26 0.27 0.39 0 0 0.34

min-max 0-0.7 0-0.7 0.02-0.7 0.7-0.7 0.7-0.7 0.003-0.7
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MACHOS =45

Variables Estadistica | Reproductivos No reproductivos
Plasma Heces Plasma Heces
T n 40 40 5 5
X 0.16 54.84 0.11 26.96
DE 0.21 57.92 0.16 36.75
min-max 0 0-286 0 0.72-81.73
1.3 0.4
Cortisol n 40 40 5 5
X 2.95 461.8 6.98 0.03
DE 8.49 866.84 15.49 0.04
min-max 0-51.2 0-4636.36 | 0-34.7 0-0.08
Glucosa n 40 40 5 5
X 8.47 2.85 0.66 6.37
DE 12.07 7.53 0.55 7.53
min-max 0.7-56.17 0.7-19.48 0.7-56.17 0.7-19.48
Triglicéridos | n 40 40 5 5
X 95.58 18.82 60.70 28.25
DE 159.05 14.87 69.38 31.56
min-max 0-587.32 0-62.65 0-179.57 11.39-84.50
Colesterol n 40 40 5 5
X 38.15 0.31 56.29 0.10
DE 21.84 0.56 40.90 0.19
min-max 0.7-84.27 0-2.12 0-95.36 0-0.45
Urea n 40 40 5 5
X 0.81 0.30 0.56 0.28
DE 1.45 0.32 0.31 0.37
min-max 0.02-9.51 0-0.7 0-0.7 0.002-0.7
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ANOVA de una sola via para examinar si existe variacion estacional entre las
concentraciones de los HE y IM, en cada una de las localidades, conservada (n= 223, ¢33)
y alterada (n=26, ¢7), en las hembras no reproductivas y en los machos reproductivos, en
e plasma y en heces en ejemplares de Peromyscus melanocarpus procedentes de la Sierra
Madre de Oaxaca. FP= Valor de F en Plasma, FH= valor F en heces. Andlis is a posteriori
de Bonferroni, BP= Prueba de Bonferroni en plasma, BH= Prueba de Bonferroni en heces.
El guién (-) indica que no hay diferencia entre las medias de un estacion a otra y la coma
(,) indica que si las hay. Todas las pruebas se fueron signif icativas con P < 0.05. Los
ndameros para las estaciones corresponden a 1= Primavera, 2= Verano, 3= Otofio, 4=
Invierno.

0 LOCALIDAD CONSERVADA LOCALIDAD ALTERADA
gl=3 gl=2
Variables | FP BP FH BH FP BP FH BH
P4 429 11.324 |o067 |1234 |~ - 398 | 234
= 1053 |1 432 |1a08 |1.34 0 | 2230 |342 |3385 | 423
Cortisol 395 |14.32 |- Z 060 |234 |10658 324
Glucosa 078 | 1234 246 |1034 |264 |234 |012 |234
Trigiceridos | ©%2 | 1234 |153 |1.234 [202 234 370 [2-34
colosterol 1979 1234 103 | 1284 |025 |234 [3900 |4-32
Urea 260 | 1,34 1040 |1.24 |- _ 048 | 234
e LOCALIDAD CONSERVADA LOCALIDAD ALTERADA
gl=3 gl=2
Variables FP BP FH BH FP BP FH BH
N 197 | 1123 |az |314s |&72 |2084 |053 |234
Cortisol 685 |, 134 |8L20 28,34 |L196 [234 |- -
Clucosa 007 |, 5 o1 |75 |1243 |07° |234 |1728 1243
Triglicéridos | %12 | 1,243 |436 |34,12 [341 [234 [858 [4-32
Colesterol 4.42 3-2,4,1 3.14 1-2-3-4 B B - -
Uren 104 | ;1,54 1302 |1,34 |342 |234 |04d |-
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Comparacion estacional de los contenidos de las HE y los IM por la condicién reproductiva
en hembras gestantes (n=3), lactantes (n=4) y machos no reproductivos (n=5), en plasma
(P) y heces (H) en ejemplares de Peromyscus melanocarpus procedentes de la Sierra
Madre de Oaxaca. FP= Valor de F en Plasma, FH= valor F en heces, Analisis a posteriori
de Bonferroni. Todas las pruebas se fueron significativas con P < 0.05. Los nimeros para
las estaciones 1= Primavera, 2= Verano, 3= Otofio, 4= Invierno. (—) Sin datos.

? d
) gl=1 gl=1
Variables GESTANTES LACTANTES | NO REPRODUCTIVOS
FP FH FP FH FP FH
P4 _ 040 - 0.26
E> - 738 | .5 | 1293
T 5.39 0.03
Cortisol — — 18 - 0.33
046 | 38.70 58.26 0.00
Glucosa 0.0 2>1 0.05
1823.62 | 0.35 | 193.28 | 437.86 3.10 0.42
Triglicéridos 1>4 1>2 1>2
Colesterol 3.19 100 | 57 | 669 0.46 031
- - 0.25 - 20.96
Urea — 4>3

Comparacion estacional de los contenidos de las HE y los IM en las hembras no
reproductivas (n=29) y machos reproductivos (n=40), en plasma (P) y heces (H) en
ejemplares de Peromyscus melanocarpus procedentes de la Sierra Madre de Oaxaca. FP=
Valor de F en Plasma, FH= valor F en heces, Analisis a posteriori de Bonferroni. El guién
(=) indica que no hay diferencia entre las medias de una estacién a otra y la coma (,) indica
que si las hay. Todas las pruebas se fueron significativas con P < 0.05. Los nimeros para
las estaciones 1= Primavera, 2= Verano, 3= Otofio, 4= Invierno. (—) Sin datos.

HEMBRAS NO REPRODUCTIVAS

gl=3
Variables FP BP FH BH
P4 9.68 1-2,3,4 |1.83 1-2-3-4
E2 1425 |1 1-3,4,2 | 2242 |1-43,2
Cortisol 4.19 1-4-3,2 | — -
Glucosa 1.27 1-2-3-4 2.38 1-2-3-4

Triglicéridos | 1.24 | 1-2-3-4 1.11 | 1-2-3-4

Colesterol 0.74 1-2-3-4 1.62 1-2-3-4

Urea 2.02 |1-2-34 0.75 |1-2-34
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MACHOS REPRODUCTIVOS

gl=3
Variables FP BP FH BH
T 13.76 | 4-1-2,3 |3.18 |1-3-2/4
Cortisol 10.19 | 2-1-3,4 | 9191 | 2-1,3-4
Glucosa 11.70 | 4-3,2,1 10.50 | 4-3,2,1

Triglicéridos | 19.47 | 2-41,3 | 5.00 |3-4-1,2

Colesterol 5.02 2-3-4,1 2.07 1-2-3-4

Urea 151 [1-2-34 336 |341,2

Comparacion estacional de los contenidos de las HE y los IM en las localidades, (C)=
conservada “El Relampago” (n= 223, ¢33) y (A)= alterada “La Esperanza” (n=26, 97), en
plasma (P) y heces (H). En Peromyscus melanocarpus procedentes de la Sierra Norte de
Oaxaca. Analisis a posteriori de Bonferroni. Todas las pruebas se fueron significativas con
P < 0.05. (—) Sin datos.

LOCALIDADES

HEMBRAS NO REPRODUCTIVAS gl=1

Variables VERANO OTONO INVIERNO
P H P H P H
P4 — 0.17 - 299 |[(066 |1.37
E2 0.03 3.03 — 3.93 — 1.26
Cortisol 0.01 — - — 1.38 —
Glucosa 0.02 0.03 1.71 | 085 [2.81 |0.10
19.28
Triglicéridos | 0.87 C>A 0.11 | 3.28 |[0.65 | 0.07
Colesterol 7.29 1.26 0.86 | 0.93 | 0.01 3.07
Urea 1.50 0.03 — 0.58 | 0.21 —

LOCALIDADES

MACHOS REPRODUCTIVOS gl=1

Variables VERANO OTONO INVIERNO
P H P H P H
T 0.01 1.14 - 0.37 0.15 | 0.78
Cortisol 0.37 1.14 - 0.27 0.15 |-
7.48

Glucosa 1.87 C>A 0.77 1 0.00 [0.18 | 0.56
6.20 6.45

Triglicéridos | C>A 0.06 C>A | 3.77 1.48 | 0.37

Colesterol 2.93 0.16 1.58 | - 4.06 -
6.51

Urea A>C 1.78 - 0.63 1.43 0.00
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Se compararon los contenidos estacionales de las HE y los IM en los estados reproductivos
en hembras y machos en plasma (P) y heces (H) en ejemplares de Peromyscus
melanocarpus procedentes de la Sierra Madre de Oaxaca. FP= Valor de F en Plasma, FH=
valor F en heces. Se aplicaron andlisis a posteriori de Bonferroni, la coma (,) indica que si
hay diferencia entre las medias de un estado reproductivo a otro. Los nuimeros de los
estados reproductivos en hembras son: 1= No reproductivas (n=29), 2=Gestantes (n=3),
3=Lactantes (n=4). Machos: 1=No reproductiv as (n=5), 2=Reproductivos (n=40). Todas las
pruebas fueron significativas con P < 0.05, gl (grados de libertad) y (=) Sin datos.

ESTADO REPRODUCTIVO ¢
Variables PRIMAVERA VERANO OTONO INVIERNO
gl=2 gl=1 gl=1 gl=1
FP FH FP FH FP [FH [FP FH
P4 — 6.74 — 0.26 - — | 108 |[047
E2 099 |[2.38 0.73 1.54 - - |- 0.00
Cortisol - - 0.14 - - - 0.02 -
Glucosa 11.87 | 0.95 2.20 2.00 - — | 0.004 | 0.00
68.32 | 74.72 — — [39.03
Triglicéridos | 3>1 1,32,3 | 0.09 0.02 1>2 5.02
Colesterol 0.03 |[0.37 0.05 3.13 B ~ |298 |o0.00
Urea — 0.71 0.47 1.56 B ~ 10.37 |1.00

ESTADO REPRODUCTIVO ¢
Variables OTONO INVIERNO
gl=1 gl=1
FP FH FP FH
— 5.30
T 2>1 0.11 | 1.02
Cortisol - — 0.01 2.69
Glucosa 0.60 | 0.26 1.84 |0.41
Triglicéridos | 0.54 | 0.53 | 0.03 | 0.31
5.72
Colesterol 0.29 | 0.97 1>2 0.01
Urea — 0.68 |[0.98 | 212
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Comparacion entre las concentraciones de las HE y los IM por condicién reproductiva en
las hembras (n=36) y machos (n=45) en plasma y heces, en ejemplares de Peromyscus
melanocarpus procedentes de la Sierra Madre de Oaxaca. FP= Valor de F en Plasma, FH=
valor F en heces, andlisis a posteriori de Bonferroni. El guién (-) indica que no hay
diferencia entre las medias de un estacion a otra y la coma (,) indica que si las hay. Los
ndameros de los estados reproductivos son: Hembras: 1= No reproductivas (n=29),
2=Gestantes (n=3), 3=Lactantes (n=4). Machos: 1=No reproductivas (n=5),
2=Reproductivos (n=40). Todas las pruebas se fueron significativas con P < 0.05, gl (grados
de libertad) y (—) Sin datos.

CONDICION REPRODUCTIVA ¢

Variables FP FH
gl=2 gl=2
P4 0.37 2.82
E2 3.01 2.37
Cortisol 0.65 -
4.13
Glucosa 1,3-2 0.73
5.17
Triglicéridos | 1-3,2 1.93
Colesterol 0.68 0.43
473
Urea 0.73 1,2-3

CONDICION REPRODUCTIVA «

Variables FP FH
gl=1 gl=1
13.99
T 0.21 2>1
Cortisol 0.27 4,52
5.51
Glucosa 2>1 2.20
Triglicéridos | 0.57 0.43
Colesterol 2.62 0.39
Urea 0.59 0.07
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Comparacion del plasma (P) y heces (H) de las concentraciones de las HE y los IM en las
estaciones del afio. En Peromyscus melanocarpus procedentes de la Sierra Madre de
Oaxaca. Analisis a posteriori de Bonferroni. Todas las pruebas se fueron significativas con
P < 0.05, gl (grados de libertad), (—) Sin datos.

HEMBRAS NO REPRODUCTIVAS (n=29)
Variables PRIMAVERA VERANO OTONO INVIERNO
gl=1 gl=1 gl=1 gl=1
- 51.82 637.40 14.91
P4 H>P H>P H>P
- 30.55 23.58 21.94
E2 H>P H>P H>P
- 16.18 - —
Cortisol H>P
- 9.83 0.0 4.83
Glucosa P>H P>H P>H
- 17.11
Triglicéridos 2.63 H>P 3.96
— 79.15 126.43 326.11
Colesterol P>H P>H P>H
— 23.95 33.16
Urea 3.62 P>H P>H
MACHOS REPRODUCTIVOS (n=40)
Variables PRIMAVERA VERANO OTONO INVIERNO
gl=1 gl=1 gl=1 gl=1
395.91 381.11 503.95 139.80
T H>P H>P H>P H>P
754.89 143.93
Cortisol H>P H>P 0.01 2.07
23.08 44,13 24.63
Glucosa P>H P>H P>H 0.19
13.83 6.77 29.54
Triglicéridos | P>H P>H P>H 1.12
26.78 53.12 115.41
Colesterol P>H P>H P>H 140.17
12.24 16.50
Urea P>H 0.01 P>H 3.10
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Comparacion de los medios plasma (P) y heces (H) en las concentraciones de los
indicadores reproductivos y metabdlicos en el tiempo (estaciones). En Peromyscus
melanocarpus procedentes de la Sierra Madre de Oaxaca. Todas las pruebas se fueron
significativas con P< 0.05, gl (grados de libertad), (—) Sin datos.

MEDIOS EN HEMBRAS ADULTAS (n=29)
Variables PRIMAVERA | VERANO OTONO INVIERNO
gl=1 gl=1 gl=1 gl=1
- 51.82 637.40 14.91
P4 H>P H>P H>P
- 30.55 23.58 21.94
E2 H>P H>P H>P
- 16.18 - —
Cortisol H>P
- 9.83 0.0 4.83
Glucosa P>H P>H P>H
— 17.11
Triglicéridos 2.63 H>P 3.96
- 79.15 126.43 326.11
Colesterol P>H P>H P>H
- 23.95 33.16
Urea 3.62 P>H P>H
MEDIOS MACHOS REPRODUCTIVOS (n=40)
Variables PRIMAVERA | VERANO OTONO INVIERNO
gl=1 gl=1 gl=1 gl=1
395.91 381.11 503.95 139.80
T H>P H>P H>P H>P
754.89 143.93
Cortisol H>P H>P 0.01 2.07
23.08 4413 24.63
Glucosa P>H P>H P>H 0.19
13.83 6.77 29.54
Triglicéridos P>H P>H P>H 1.12
26.78 53.12 115.41
Colesterol P>H P>H P>H 140.17
12.24 16.50
Urea P>H 0.01 P>H 3.10
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Correlacion de Pearson comprobando la relacién que existe en el plasma (P) y las heces
(H) sobre las concentraciones de las HE y los IM, en una muestra de 58 hembras y 80
machos. En Peromyscus melanocarpus procedentes de la Sierra Madre de Oaxaca. Todas
las pruebas se fueron significativas con P < 0.05.

Variables Q g
-0.13

P4 0.50 —
-0.64

E2 0.0003 | —

-0.003

T — 0.98
-1.00 -0.06

Cortisol 1.00 0.76
-0.09 -0.53

Glucosa 0.62 0.00
-0.02 -0.04

Triglicéridos | 0.90 0.78
-0.16 -0.11

Colesterol 0.45 0.62
-0.36 0.08

Urea 0.11 0.61
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