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SINOPSIS

En el presente trabajo de graduacion se encuentra la contribucion a la caracterizacion de
las proteinas encontradas en el veneno de la serpiente gushnayera Bothriechis aurifer, datos
ecoldgicos y comportamiento antidepredatorio. EI muestreo tuvo una duracion de un afo,
ubicado principalmente en el Parque Ecoldgico Gucumatz — Ranchitos del Quetzal. Dentro
del estudio se pueden encontrar observaciones Unicas de la especie y casos interesantes
tales como un individuo anémico y dos individuos encontrados en copula. Se obtuvo un
total de ocho muestras de veneno provenientes de siete individuos. Se obtuvo la
concentracion proteica promedio del veneno, siendo para esta especie de 153,065.63
pg/mL. Se realizO un SDS-PAGE para obtener la identidad proteica del veneno,
analizandolo en el software Gel Analyzer, encontrando proteinas con actividad hemotoxica.
Se realizaron antibiogramas con diferentes cepas bacterianas, siendo el efecto inhibitorio
del veneno menor pero casi similar al efecto inhibitorio de la gentamicina (x?=2, p=0.572,
a=0.05) y siendo el efecto del veneno mayor sobre las cepas gram positivo que las gram
negativo (x?=9.756, p=1.00, 0=0.05). Se realiz6 un ensayo hemolitico en donde se observo
el efecto inmediato del veneno sobre la sangre humana. A pesar de no encontrar la dosis
letal media en ratones, se realizaron placas histoldgicas para evaluar el efecto del veneno
en los organos de ratones blancos del laboratorio, evidenciando un alto efecto sobre el
corazon presentando trombosis. Los demdas organos presentaron efectos hemotdxicos.
Ademas, se evalud el rol del patron de rombos negros en el dorso de la serpiente gushnayera
como mecanismo antidepredatorio, en donde se encontré evidencia para poder determinar

su funcion antidepredatoria contra aves (x?=3.7247, p=0.0536, a=0.0500).

Palabras clave: Bothriechis aurifer, veneno, proteinas, antibacteriano, concentracion,

hemotoxico.
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I.INTRODUCCION

A. Mareco teorico
1. Aspectos basicos de la biologia de Bothriechis aurifer (Viperidae)

a. Distribucion. Bothriechis aurifer conocida como serpiente gushnayera, vibora
de arbol, cantil verde, ic’bolay, raxcaj 0 yaaxcan, habita bosques nubosos en altitudes de
1200 a 2300 metros sobre el nivel del mar (msnm). También es frecuentemente encontrada
en cultivos de café, maiz y cardamomo de altura (Vasquez y Avendafio 2009). Es endémica
de Guatemala y Chiapas. En Guatemala, se puede encontrar en Quiché, Alta Verapaz, Baja
Verapaz, Huehuetenango, El Progreso, Zacapa e Izabal (Campbell y Lamar 2004). Su

distribucion se puede observar en la Figura 1.

FIGURA 1. Distribucién de la serpiente gushnayera, Bothriechis aurifer
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(Campbell y Mufioz-Alonso 2014).

b. Habito. Es una especie arboricola (Vasquez y Avendaiio 2009). Durante el
dia, todo el género Bothriechis, descansa sobre ramas o troncos de los arboles (Kohler

2003). A pesar de tener una cola prensil, también pueden ser encontradas en el sotobosque.



Los juveniles cuentan con una coloracion amarilla al final de la cola, con la cual generan
un movimiento para atraer a presas potenciales. EI cambio de coloracién en la cola se
relaciona con el cambio de la dieta entre juveniles y adultos de esta especie. Los adultos se
alimentan de mamiferos y aves, mientras que los juveniles de lagartijas, anfibios y

artrépodos grandes (Crother 2009, Lomonte et al. 2012).

2. Aspectos diagnosticos de Bothriechis aurifer Llega a medir un metro de
longitud (Kohler 2003). Los adultos no suelen sobrepasar los 70 cm (Campbell y Lamar
2004). Su coloracién es verde (Guerra et al. 2012). Los juveniles tienen una coloracion
verde palido. Se distingue por tener un patron de manchas amarillas con borde negro en el
dorso. También, por lo general, presentan una linea negra dorsal entre estos parches
(Campbell y Lamar 2004). Sus ojos son pequefios con pupila vertical (Guerra et al. 2012).
El iris de esta especie es desde amarillo a bronce con puntos negros (Campbell y Lamar
2004). El epiteto especifico aurifer significa “que porta oro”, esto hace referencia a los
parches amarillos en el dorso (Campbell y Lamar 2004, Crother 2009). Una caracteristica
de esta especie es que presenta bandas negras desde la parte posterior de los ojos hacia el
borde posterior de la cabeza (Guerra et al. 2012). Los detalles de su coloracion se pueden

apreciar en la Figura 2.

FIGURA 2. Serpiente gushnayera, Bothriechis aurifer

(Villatoro-Castafieda 2014)



Bothriechis aurifer presenta termofosetas en ambos lados de la cabeza. Estas se localizan
entre el nostrilo y el ojo (Crother 2009). Estas termofosetas permiten percibir temperaturas
externas, es por ello que tienen un papel importante en la defensa y en la precision del
ataque hacia las presas (Lopez 2014). Ademas, sirven para la termorregulacion (Krochmal
et al. 2004).

La serpiente gushnayera tiene una cabeza en forma de tridngulo, caracteristica también
de las especies encontradas en la familia Viperidae. Sus escamas corporales son aquilladas,
brindandole una apariencia aspera (Lopez 2014). Una caracteristica de esta especie es que
posee escamas grandes e irregularmente dispuestas en su cabeza (Campbell y Lamar 2004),

tal como se puede observar en la Figura 3.

FIGURA 3. Vista dorsal (A) y lateral (B) de la cabeza de Bothriechis aurifer

(Campbell y Lamar 2004).

3. Sistema inoculador y toxinologia del veneno del género Bothriechis
Al igual que las demas especies dentro de la familia Viperidae, a la cual esta serpiente
pertenece, posee un aparato inoculador del veneno compuesto de un par de glandulas
productoras del veneno, ubicadas cerca de los 0jos y conectadas a través de unos canales a
los colmillos (Lépez 2014). El veneno de Bothriechis aurifer se inocula a partir de una

pareja de colmillos huecos ubicados en el area frontal de la mandibula (Crother 2009).



Estos colmillos actian como agujas de inyeccién, presentan un movimiento retractil y
movilidad independiente uno de otro. A esta dentadura se le conoce como dentadura
solenoglifa (Lopez 2014). El veneno se inocula por medio de presion por el masculo
compresor glandular. Luego, fluye dentro del colmillo y entra en la epidermis de la presa
(Mackessy 2010). Este sistema de inyeccion, ademas presenta una estructura defensiva al
causar dafio a través de los colmillos e inocular el veneno contra sus atacantes (Savage
2002).

El veneno de los vipéridos se produce en la mandibula superior. Aqui se encuentran las
glandulas venenosas, musculos, dientes y el veneno (Figura 4). La glandula venenosa
cuenta de una glandula principal y una glandula accesoria. ElI veneno producido en la
glandula principal, se vacia por medio de un ducto hacia la glandula accesoria, desde ahi
se libera a través del colmillo. Las serpientes venenosas pueden almacenar veneno durante
largos periodos, pero se encuentra listo cuando las temporadas de hibernacion terminan, se

van a alimentar o necesitan defenderse (Mackessy 2010).

El veneno de la serpiente gushnayera ain no ha sido caracterizado por completo. Se
realiz6 el analisis proteico del veneno de esta especie para evaluar las diferencias con la
composicién del veneno de las serpientes de este género (Pla et al. 2016). Sin embargo, a
partir de reportes por mordedura, se conoce que el veneno es hemotoxico. Los efectos
reportados son: hemorragia, edema, dolor e hinchazon (Vasquez y Avendaiio 2009).
Accidentes de mordedura por el género Bothriechis en humanos son escasos. Sin embargo,
debido a su hébito arboreo, las mordeduras son por lo general en la region de la cabeza,
cuello y hombros; provocando asi, efectos adversos (Calvete 2011). También se han
reportado mordeduras en manos, sin embargo, resultan de severidad moderada debido a
que no inoculan altas cantidades de veneno. No se han reportado manifestaciones

sistematicas a partir de mordeduras por este género (Camacho et al. 2014).

El veneno en las serpientes es una transicion entre el mecanismo alimenticio de
constriccion a un medio de facilitacion de digestion y descomposicion de la presa (Calvette
2011). Se cree que esta adaptacion es una ventaja selectiva para las serpientes ya que evita



que, al tener una digestion lenta en climas frios, el alimento se descomponga y provoque
muerte por intoxicacion hacia estos organismos, ya que los Vipéridos evolucionaron en

climas frios en el Oligoceno (Mackessy 2010).

FIGURA 4. Sistema inoculador del veneno de Viperidae
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(Mackessy 2010).

A partir de estudios filogenéticos se ha determinado el clado toxicéfera el cual consta de
los grupos: Serpentes, Helodermatidae, Anguidae, Varanidae e Iguania. Esto demuestra un
mismo origen para los aparatos venenosos de dichos reptiles. La diferencia entre ambos
aparatos venenosos es la ubicacion de las glandulas venenosas, en Serpentes son glandulas
maxilares y en Helodermatidae, Anguidae, Varanidae e Iguania son glandulas
mandibulares. Con base en esto, se conoce que las Serpentes secuencian las toxinas



plesiomérficas; es decir, toxinas ancestrales del clado toxicofera; AVIT (alanine, valine,
isoleucine y threonine), BNP (B-type natriuretic peptide), CRISP (cysteine-rich secretory
protein), CVF (cobra venom factor), Crotamina, Calicreina y NGF (nerve growth factor).
Ademas de ello secuencian toxinas propias al grupo, o autopomorficas, de: ADAM (a
disintegrin and metalloproteinase domain like protein decysin), 3FTX, acetilcolinesterasa,
CNP-BPP (C-type natriuretic peptide-bradykinin-potentiating peptides), Citoquina, Factor
V, Factor X, Kunitz, L-amino oxidasa, lectina, PLA> (tipo IB y IlIA), sarafotoxina, VEGF
(vascular endotelial growth factor), Waglreina y Waprina (Fry et al. 2006).

4. Habitat

a. Silvestre. Bothriechis aurifer habita en bosques nubosos con una elevacion
de 1,200 a 2,300 msnm (Crother 2009). Estos bosques se caracterizan por la presencia de
niebla en movimiento. Esta brinda humedad constante y aumenta el volumen de agua que
precipita en la vegetacion y en el suelo (Jiménez 2009). En Guatemala, los bosques nubosos
se encuentran en un rango de 1,200 a 2,600 msnm (Jiménez 2009), lo cual es ideal para la
serpiente gushnayera. Su rango de temperatura es de 12 a 23°C, exceptuando el VVolcén de
Acatenango con un rango de 12.5 a 18.5°C. Tiene un promedio anual de precipitacion
pluival de 2,000 — 5,000 mm (Gil 2014).

La presencia persistente de la nubosidad, reduce la cantidad de luz solar que llega al
suelo y el déficit de vapor, lo cual suprime los procesos de evapotranspiracion. Este tipo de
bosque presenta una alta biodiversidad vegetal y altos niveles de endemismao. Este tipo de
bosques se encuentran en los departamentos de Guatemala en: Huehuetenango, San
Marcos, Quetzaltenango, Quiché, Alta Verapaz, Baja Verapaz, Zacapa e lzabal;
principalmente en las cadenas volcanicas o sierras. Cuenta con una extension 50,000 ha en

todo el pais, de estas, 20,000 se encuentran protegidas (Gil 2014).

b. En cautiverio A pesar de que una de las amenazas hacia esta especie es el
comercio internacional como mascota (Crother 2009), existen recomendaciones para

mantener a esta especie en cautiverio. Los elementos comunes para tener dentro del terrario



o0 hébitat son: plantas, ramas, ventilacion y una fuente constante de humedad. La pecera en
donde se construye el terrario tiene, por lo general, un tamafio de 40 x 60 x 40 cm. Este
tamafo se recomienda para que las serpientes tengan suficiente espacio para estirarse y
movilizarse. Como sustrato, se recomienda utilizar ciprés ya que es resistente a los altos
niveles de humedad necesarios y evita el crecimiento de hongos (Hollister 2004). Ademas
de estas recomendaciones, los herpetarios que tienen a esta especie también deberian de
cumplir con las regulaciones basicas de bienestar animal en cautiverio y normativas de

bioética.

Se debe colocar una lampara o fuente de calor para proveer luz a las plantas del terrario
y un fotoperiodo para las serpientes. Los contenedores de agua deben estar elevados. Tanto
el sustrato como las plantas deben ser regados semanalmente con abundante agua. Se
recomienda tener un termostato para mantener la temperatura en un rango de 25 a 27°C
(Hollister 2004).

5. Caracterizacion proteica del veneno La caracterizacion del veneno es el estudio
de los compuestos proteicos, concentracion, determinacion de la dosis letal media, analisis
del perfil proteico y fragmentacion de los componentes encontrados (Culma et al. 2014).
En el presente estudio se busca realizar la caracterizacion del veneno de Bothriechis aurifer.
El género Bothriechis cuenta con once especies: Bothriechis aurifer, B. bicolor, B.
guifarroi, B. lateralis, B. marchi, B. nigroviridis, B. nubestris, B. rowleyi, B. schlegelii, B.
supraciliaris y B. thalassinus (Calvate 2011, Doan et al. 2016, Townsend et al. 2013).
Cuatro de estas especies se encuentran en Guatemala: B. bicolor, B. aurifer, B. thalassinus
y B. schlegelii (Kohler 2003).

Actualmente, se ha realizado un estudio sobre la composicion proteica de las especies de
Bothriechis encontradas en el pais (Pla et al. 2016). A pesar de que se cuenta con cierta
informacién, aun se desconoce la dosis letal media, efectos histopatoldgicos,
antibacterianos y hemoliticos del veneno de B. aurifer. El pais en donde mas

investigaciones se han realizado con el género Bothriechis y la composicion de su veneno



es en Costa Rica. Ahi, el veneno de B. schlegelii, B. lateralis, B. supraciliaris y B.
nigroviridis ha sido caracterizado (Lomonte et al. 2012).

El veneno de varias especies de Bothriechis presenta miotoxinas de fosfolipasa Az. Se
han realizado varias investigaciones con el veneno de Bothriechis schlegelii en Costa Rica
(Angulo et al. 1997). A pesar de la similitud de algunos compuestos entre las especies de
este género, se ha encontrado que, entre el veneno de B. lateralis, B. schlegelii y B.
nigroviridis, existe una diferencia en la composicion del mismo a pesar de que estas
especies poseen adaptaciones arboreas y un tipo de dieta similar. Las familias de toxinas
principales en B. lateralis y B. schlegelii son: SVMP y PLA; (Calvete 2011). En el veneno
de B. aurifer se han encontrado las proteinas: SVMP, BPP, DISI, DC, 5’NT, PDE, CRISP,
SVSP, LAO, PIII-SVMP, PI-SVMP, AP, PLB, CTL y PII-SVMP. Siendo PIII-SVMP el
compuesto mayoritario con 20.5% del total de proteinas (Pla et al. 2016).

En estudios recientes de analisis de la composicion de veneno de serpientes, en general se
ha encontrado que las metaloproteinasas representan el mayor porcentaje de componentes
en venenos de Vipéridos y Crotélidos. SVMP es una metaloproteinasa que actlia como
hemorragico y presenta actividad del fibrinbgeno, activa la protrombina, activa la
coagulacién sanguinea con el factor X, entre otros (Serrano 2013). La PLA; o fosfolipasa
A, forma parte de las proteinas secuenciadas de las glandulas maxilares de serpientes. Esta

permite la descomposicion de los fosfolipidos de la membrana plasmaética (Fry et al. 2006).

7. Andlisis de proteinas SDS-PAGE La base del método SDS-PAGE es la separacién
de las proteinas encontradas en un extracto o solucién. Estas se separan por en un gel de
poliacrilamida (PAGE). Se utiliza el detergente dodecilsulfato sédico (SDS) para revestir
a las proteinas con una carga negativa. De esta manera, las proteinas se van separando en
el gel de acuerdo a su peso molecular. Ademas, una fuente de poder brinda una carga para
la migracion de las proteinas. Se utiliza un buffer que contiene Tris, el cual mantiene el pH
estable, glicina como conductor de la electricidad y el SDS que mantiene las proteinas

cargadas negativamente. En esta técnica se utilizan dos tipos de geles, el de apilamiento o



concentracion y el de resolucion, los cuales varian en su pH para permitir el flujo de iones
(Advansta 2011).

Conocer qué proteinas componen los venenos permite relacionar los efectos de los
mismos con sus diferentes compuestos. Por medio de la técnica de SDS-PAGE se pueden
conocer dichas proteinas. A partir de ello, se puede proceder con el aislamiento de las
toxinas para algun uso farmacologico o también para analizar la procedencia de las
proteinas a un nivel filogenético. La metodologia de SDS-PAGE ha resultado util para
determinar las proteinas de diferentes venenos, tales como la medusa cubo (Chung et al.
2001), arafas (Fitches et al. 2004) avispas (Parkinson et al. 2002) y varias especies de
serpientes (Wagstaff et al. 2009, Salazar et al. 2007, Menezes et al. 2006 y Serrano et al.
1999).

Utilizar esta metodologia es clave para conocer la identidad unica de las toxinas, un
ejemplo claro de su utilidad se dio en el estudio de Atropoides mexicanus y A. picadoi. A
pesar de su similar apariencia fisica y constante identificacion errada, la composicion
proteica del veneno varia altamente asi como sus rasgos bioquimicos (Gutiérrez et al.
2009).

8. Efecto antibacteriano La actividad antibacteriana se mide a través de la elaboracion
de antibiogramas. Esta técnica consiste en la inoculacién de la sustancia a estudiar, en este
caso veneno, en discos de papel esterilizados que luego se colocan sobre un agar Miller-
Hinton con la cepa bacteriana de interés. Transcurrido un periodo establecido de
observacién, se miden los halos de inhibicion ocasionados por la sustancia sobre el medio
de cultivo (Moon et al. 2007, Kuti et al. 2004).

Uno de las posibles aplicaciones de las proteinas de los venenos es la evaluacion de las
mismas contra cepas bacterianas dafinas a la salud tales como: Serratia sp. que puede
causar infeccion nosocomial y urinaria (Ausina y Moreno 2006), Escherichia coli que

puede causar infecciones intestinales y del sistema excretor (Sussman 1997) o bacterias



10

causantes de infecciones cutaneas como Staphylococcus aureus (Vyas 2014). El potencial
uso de venenos como antibacteriano se ha demostrado en varios organismos. Entre ellos se
encuentra el veneno de la abeja, estudiada en una cepa de S. aurens resistente a la penicilina
y demostrado ser efectiva contra bacterias gram-positivas (Fennell et al. 1968). Asimismo,
se han encontrado péptidos que han demostrado ser efectivos contra bacterias en el veneno
del escorpion sur-africano Opistophtalmus carinatus. En este estudio se demostrd que el
veneno actla de manera mas efectiva en bacterias gram-positivas que en bacterias gram-

negativas (Moerman et al. 2002).

Los estudios de actividad antibacteriana también han sido realizados con venenos de
serpientes. Segun Stiles et al. (1991), en un estudio utilizando el veneno de 30 especies de
serpientes, varios de ellos demostraron ser efectivos contra bacterias gram-positiva y gram-
negativas; incluyendo la especie Aeromonas hydrophila, que es un patégeno en reptiles y
anfibios. La actividad antibacteriana de los venenos de serpientes es atribuida a la L-amino
oxidasa (LAAOs). Muchos estudios recientes se basan en el andlisis de LAAOs para
desarrollo de farmacos (Stabeli et al. 2004).

9. Dosis letal media La dosis letal media se define como la dosis de una sustancia de
concentracion conocida, en este caso de veneno, en donde se produce la muerte del 50% de
la poblacion muestreada (de Roodt et al. 2006). Es importante determinar la dosis letal
media 0 DLso para conocer el peligro relativo del veneno. Esta técnica permite
complementar a las deméas pruebas de toxicidad y cuantificar la potencia del veneno
(Sanjuan-Galindez et al. 2012).

Para realizar esta técnica se utilizan ratones blancos. Se busca que sean de la misma cepa
y con un rango de peso similar. La DLsg se puede determinar al transcurrir un periodo de
24 0 48 horas después de la inoculacion del veneno. Se utilizan diluciones dependiendo de
la concentracion del veneno. Por lo general se utiliza una regresion no lineal del porcentaje
de mortalidad (de Roodt et al. 2006, Sanjuan-Galindez et al. 2012). Segun las
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recomendaciones de bioética, se ha logrado reducir el nimero de ratones utilizados en esta
técnica. Se recomienda utilizar cinco ratones por dosis evaluada y cumplir con todos los
requisitos de manejo, traslado y reduccion de dolor para evitar un mayor estrés o maltrato
animal (OECD 2001).

Comprender la composicion de los venenos junto a la evolucion de los mismos, es
importante para explorar fuentes potenciales de farmacos y quimicos novedosos y combatir

los efectos adversos de los envenenamientos (Goncalves-Machado et al. 2016).

10. Mecanismo antidepredatorio contra ataques de aves En sistemas de depredador-
presa, las presas han desarrollado mecanismos complejos para evitar ser atacadas e
ingeridas y a su vez, los depredadores han desarrollado mecanismos de contradefensa
(Desfilis y Font 2002). Organismos que no son comestibles por los depredadores pueden
ser identificados a travées exhibicidn fenotipica de colores conspicuos o reconocibles. Estos
colores han evolucionado como sefial de advertencia para depredadores potenciales y se le
conoce aposematismo (Jorén 2009). El éxito del mecanismo aposematico depende de la
evasion de presa por la asociacion de la coloracion con el peligro o mal sabor del animal, a

través de aprendizaje o respuesta innata (Saporito et al. 2007).

El aposematismo en las serpientes se ha estudiado principalmente con la familia de las
corales (Elapidae) debido a la coloracion brillante y Ilamativa de bandas que presentan a lo
largo del cuerpo. Se conoce que especies de la familia Viperidae también presentan
patrones de alerta, que si bien no son tan Ilamativos como en las corales, han demostrado
tener una funcion aposematica. En esta familia se pueden identificar dichos caracteres
como: patrones dorsales en zigzag con tridngulos o rombos y una cabeza triangular
(Rodriguez et al. 2016). Bothriechis aurifer presenta también, bandas negras desde la parte
posterior del ojos hasta el borde posterior de la cabeza (Guerra et al. 2012). Teniendo en
cuenta la toxicidad del veneno (Shupe 2013) y la presencia de patron en B. aurifer, se
podrian relacionar ambas caracteristicas como sefializacion de su toxicidad a los

depredadores, como en el caso de otros animales (Campbell y Reece 2007).
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11. Estudios realizados en Guatemala con venenos de reptiles A pesar de que se han
realizado estudios sobre reptiles en Guatemala, pocos se han enfocado en el veneno de
estos. Se ha hecho la caracterizacion farmacopatoldgica del veneno de la serpiente mano
de piedra Atropoides nummifer (Chavez 2001). El enfoque de este proyecto estaba dirigido
hacia los efectos del veneno. Se centraron en la actividad de la fosfolipasa Az y en
actividades hemotodxicas. También se ha caracterizado toxicologicamente el veneno de la
serpiente de cascabel Crotalus simus (Guevara 2000). Al igual que el veneno de Heloderma
horridum charlesbogerti (Ariano-Sanchez, 2003), en este estudio también se determing la
dosis letal media por medio de ratones blancos de laboratorio. Con Bothriechis aurifer se
ha realizado el analisis proteico para comparar entre las demas especies del género

encontradas en Mesoameérica (Pla et al. 2016).
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B. Justificacion

Una amplia variedad de compuestos proteicos se puede encontrar en los venenos de
reptiles. Los venenos de serpientes son principalmente estudiados por los efectos de
intoxicacion y lesion en los casos de mordedura hacia los humanos. La caracterizacion, el
estudio del mecanismo de accion y aislamiento de las toxinas que pueden causar un
accidente ofidico, se realizan con el objetivo de comprender de una mejor manera los
venenos de las serpientes y sus acciones patoldgicas en el organismo intoxicado (Lomonte
2015). En Guatemala, se han realizado pocos estudios en donde se haya hecho una

caracterizacion del veneno de serpientes.

En afos recientes, la toxinologia ha empezado a incrementar su valor al encontrar
compuestos en venenos animales que pueden contribuir a la mejora de la salud humana.
Por ejemplo, la batroxobina es un tratamiento para la trombosis vascular que inhibe la
conversion de fibrindgeno a fibrina. Este medicamento se fabrico a partir de una proteasa
sérica del veneno de Bothrops atrox moojeni, también conocida como Cabeza de lanza
brasilefia (Vu et al. 2013). Otro medicamento basado en un componente aislado del veneno
de una serpiente es Captopril®, el cual es usado para tratar la hipertensién arterial. Este
medicamento se extrajo a partir del veneno de Bothrops jararaca (Zicha et al. 2014).

Bothriechis aurifer es una serpiente que se encuentra clasificada en la lista roja de la
Unidn Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN) como una especie
vulnerable (Campbell y Mufioz-Alonso 2014). Entre sus principales amenazas se encuentra
la pérdida de su habitat. No se ha reportado un porcentaje de accidentes causados por esta
especie sin embargo, se puede clasificar bajo el 22.1% de accidentes causados por especies
reportadas como desconocidas (Vasquez y Avendafio 2009), por lo que conocer los efectos

del veneno podria servir para futuros estudios sobre el tratamiento de la intoxicacion.

Poco se conoce sobre el veneno de esta serpiente, sin embargo si se han reportado
muertes por mordedura y se conoce que su veneno es hemotoxico, produciendo sangrado,

edema, dolor e hinchazén (Vasquez y Avendaiio 2009). Realizar la caracterizacion del



14

veneno de Bothriechis aurifer es una oportunidad para establecer nuevas lineas de
investigacion. Ademas, que permitird conocer la dosis letal media y los verdaderos efectos

de este.

A partir de caracterizaciones de venenos como el de esta serpiente, es posible elaborar
un estudio filogenético en las especies de la familia Viperidae encontradas en Guatemala.
Tambien, se pueden encontrar compuestos nuevos para el uso farmacolégico en el veneno
estudiado. Ademas, se contribuird con la determinacion de la dosis letal media, la cual

permitird conocer la potencia del veneno.

La caracterizacidn propuesta permitira generar una investigacion conjunta de diferentes
herpetarios del pais. Se trabajard con Bothriechis aurifer en cautiverio encontradas en el
herpetario de Zootropic y el herpetario de Antigua Exotics. Las serpientes silvestres seran
muestreadas en campo en Parque Ecolégico Gucumatz, Ranchitos del Quetzal en Baja
Verapaz y en el Biotopo Universitario para la Conservacion del Quetzal “Mario Dary
Rivera” en Baja Verapaz. Esto brinda una oportunidad para formar nuevo grupos de

investigacion y asociaciones con la Universidad para futuras investigaciones.
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C. Objetivos

1. General
a. Evaluar los aspectos ecotoxinolégicos de la serpiente gushnayera,
Bothriechis aurifer silvestre y en cautiverio, mediante observaciones de campo, evaluacion
de aposematismo y bioensayos en laboratorio para complementar el conocimiento de esta

especie.

2. Especificos

a. Determinar la dosis letal media del veneno de Bothriechis aurifer, al igual

que efectos in vivo e histopatoldgicos en ratones de laboratorio.

b. Determinar si existe actividad antibacteriana ocasionada por el veneno de

Bothriechis aurifer en seis cepas bacterianas.

c. Determinar la concentracion protéica promedio del veneno de Bothriechis

aurifer.

d. Determinar si el patron dorsal negro de B. aurifer cumple un rol

antidepredatorio contra el ataque de aves.
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Il. METODOS

A. Area de estudio

1. Ranchitos del Quetzal — Reserva Natural Gucumatz, Purulha, Baja
Verapaz Es una Reserva fundada en 1986 por Julio Alvarez Ponce y Julio Alvarez Arrué.
Surge de la idea de convertir a la antes antigua finca en reforestacion, en un oasis para
Quetzales, fauna y flora propia del Bosque Nuboso de Baja Verapaz. Gucumatz quiere decir
quetzal, como le conocian los mayas. La reserva busca ser auto sostenible y brindar
servicios turisticos para tener recursos e invertirlos en el cuidado y preservacion del bosque.
Cuenta con senderos dentro del bosque, que llegan a fuentes de agua dentro de la montafia.
Ademas es un sitio ideal para el avistamiento de aves e insectos (Alvarez 2016).

2. Biotopo Universitario para la Conservacion del Quetzal “Mario Dary
Rivera” Nombrada é&rea protegida con la declaratoria de la Ley de Areas Protegidas en
1976 y administrado por el centro de Estudios Conservacionistas (CECON), el Biotopo
cumple con el objetivo de proteger y conservar el Quetzal y el Bosque Nuboso. Dentro del
biotopo se encuentra la zona de vida de bosque pluvial montano bajo subtropical y bosque
muy himedo subtropical, frio. En el area se encuentran cuatro rios y un aproximado de 20
quebradas. Es un sitio ideal para el avistamiento de varias especies vegetales pertenecientes

a esta zona de vida, al igual que el Quetzal y diversas aves (Gil 2014).

17
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FIGURA 5. Ubicacion de sitios de muestreo Parque Ecologico Gucumatz - Ranchitos

del Quetzal y Biotopo del Quetzal Mario Dary Rivera, en Baja Verapaz.

‘Rancmlos del Quetzal

‘Baolopo del Quetzal

(Imagen satelital obtenida de Google Earth [27/09/2017]).

3. Herpetario Zootropic Zootropic fue fundado en 2000, busca preservar
bosques, ecosistemas y organismos que habitan el pais. Se enfoca principalmente en
conservar a las especies endémicas y en el desarrollo comunitario. Cuenta con dos
programas principales: la investigacion cientifica aplicada a conservacion, con un enfoque
en laregion Semiarida del VValle del Motagua; y educar acerca de la importancia de especies

amenazadas (Zootropic 2015).

4. Herpetario Antigua Exotic Se encuentra a cuatro kilémetros del centro de
La Antigua, en San Felipe de Jesus. Su duefio, el Dr. Roger R. Mazariegos Pinzén, inici
el sitio con una pequefa coleccion personal de anfibios y reptiles. En el 2006, se inaugurd
el centro de rescate de reptiles y anfibios de Guatemala. Aqui se rescatan animales que son

de decomisos por trafico ilegal y animales de origen silvestre que necesitan asistencia o
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reubicacion. Ademas, se realizan talleres de capacitacion sobre el manejo de reptiles
(Chowhan, 2012).

B. Hipdtesis

1. El 6rgano que se ve mas afectado con el veneno de Bothriechis aurifer es el

corazon debido a sus propiedades hemotoxicas.

2. Existe una diferencia significativa entre el nimero de ataques por aves registrado
en los modelos de plasticina con patron dorsal negro inspirado en Bothriechis

aurifer y los modelos de plasticina verde.

3. Existe un efecto antibacteriano del veneno de Bothriechis aurifer

C. Procedimiento

1. Proceso

a. Obtencion de muestras del veneno de serpientes silvestres. Las
serpientes silvestres se muestrearon Reserva Gucumatz, Purulhd, Baja Verapaz y en el
Biotopo del Quetzal. EI muestreo tomd lugar en el periodo de un afio, iniciando en junio
2016 y finalizando en julio 2017, utilizando fines de semana para las salidas de campo y
una semana completa durante junio 2016. En cada muestreo se contd con al menos dos
asistentes de campo. El veneno se extrajo en el sitio. Al finalizar, se trasladaron las muestras
al laboratorio de Biologia de la Universidad del VValle de Guatemala en donde se congelaron
a -20°C. En cada salida se contaba con suero antiofidico y se llevé impreso el protocolo a
seguir en caso de accidente por mordedura (Anexo 1).

La extraccion del veneno se realizo in situ, al encontrar un individuo se colocaba en un
saco de tela o costal. Al ser encontradas, se tomo el punto GPS y se trasladan desde el punto
donde fueron encontradas (por ejemplo en las ramas) con ayuda del gancho y se colocan

en el suelo. Luego estas son cargadas nuevamente con el gancho, sujetandolo desde el
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mango con la mano dominante, se realiza un movimiento rapido en curva para sujetar a la
serpiente desde la parte media del cuerpo. Por el habito arboricola de esta especie, se facilita
la sujecion por gancho ya que ella misma se enrolla en la curvatura del gancho (Figura 6).
Dicha curvatura se encuentra alejada del mango a una distancia de 1 metro, que es suficiente
para evitar mordeduras al sujetar con el gancho (Savage 2002). El saco de tela o costal se
abrié con ayuda de otro gancho herpetolégico manipulado por uno de los asistentes de
campo. Se anudo el costal colocandolo en el suelo y por medio del gancho, cerrando la
apertura y amarrando con rafia la misma. Se utilizan costales o sacos de tela para impedir
que la mordedura de la serpiente atraviese. Ademas, se transportan amarrando el saco al
gancho y agarrandolos del extremo mas lejano a donde se encuentre el saco para dejar

suficiente espacio entre el investigador y el saco.

FIGURA 6. Bothriechis aurifer en gancho herpetologico.

(Fotografia por: Isabella Rosito.)

Se realizé inspeccion por encuentro visual (IEV) por su gran utilidad en la medicion de
composicion de especies (Gil 2014). Este consiste en realizar caminatas en areas
delimitadas revisando el sendero, en la vegetacion, por debajo de troncos caidos y rocas en
el suelo, ademas dentro de bromelias en busqueda de anfibios y reptiles (Bongers 2011).
Para motivos de esta investigacion y basado en los habitos de esta especie, se busco en

ramas de arboles, arbustos y en el nivel del suelo.
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Las caminatas se realizaron en los senderos de Ranchitos del Quetzal en diferentes
horarios, por la mafiana: de 10 a 12 horas, por la tarde: de 16 a 18 horas y por la noche: de
20 a 24 horas. Debido a que, en la mayoria de visitas se contaba con al menos tres asistentes
de campo, se realizaron muestreos simultaneos en la parte alta y baja del parque. En las
visitas al Biotopo del Quetzal, se realizaron las caminatas dirigidas a la zona nucleo
iniciando el ascenso a las 14 horas y regresando a las 2 am, utilizando solamente los

senderos permitidos y acompafiados de un guardarecursos.

Cada pareja llevo un GPS para registrar las coordenadas geograficas (latitud/longitud)
en Datum WGS84 y un radio para mantener la comunicacion. Al encontrar una serpiente,
dos personas contaban con ganchos herpetoldgicos para colocarla en sacos de tela de un
tamario apropiado para colocar al individuo. Se marco el punto en donde fue encontrado el
individuo para liberarlo en ese mismo sitio posterior a la extraccion. Se siguieron las
normas éticas y de bioseguridad aprendidos en cursos de Herpetologia de la Universidad

del Valle de Guatemala y de una capacitacion realizada en Antigua Exotic.

Se contd con un cuarto apartado exclusivamente para mantener a las serpientes y realizar
la extraccion. El cuarto contaba con iluminacion natural (Figura 7). Al llegar al cuarto de
trabajo, se sacaron las serpientes de los costales por medio del gancho herpetolégico y se
colocaron rapidamente dentro de sus cajas respectivas. Un asistente de campo sostuvo la
tapadera de la caja, que cuenta con un agarrador superior, y se colocé rapidamente cuando
la serpiente se encontraba por completo dentro de la caja. Las tapaderas cuentan con cierres
fuertes para evitar que la serpiente salga de la caja. Dichas cajas cuentan con una dimension
de 28 x 45 x 20 cm, una tapadera con sujetadores para asegurarla y agujeros en las paredes
y tapadera para ventilacién. Los agujeros fueron colocados para permitir que fluya aire y

gue las cajas se mantengan siempre frescas.
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FIGURA 7. Saldn de trabajo en Parque Ecoldgico Gucumatz - Ranchitos del Quetzal.

~

Se colocd tierra y hojarasca recogida in situ y un plato para agua en cada caja. Ademas
de una rama para permitir que las serpientes descansen sobre ella debido a su habito arbéreo
(Figura 8). Esta se coloc6 de manera gue no superara los 12 centimetros de elevacion para
que el individuo pudiese colocarse sobre ella sin estar muy alto para atacar al abrir la caja
(Hosking 2013). Se les dio agua limpia cada dia segln las recomendaciones de cautiverio
a corto plazo de Bennett (1999). Las serpientes pasaron un maximo de dos noches en
cautiverio, realizando la extraccion temprano en la mafiana para llevar la muestra fresca a
la ciudad. Se observaban por la mafiana y por la tarde mientras estaban en cautiverio para
verificar que se encontraban en buen estado.

FIGURA 8. Bothriechis aurifer en caja de transporte.
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El dia de la extraccidn se registrd las medidas de las serpientes. Se registro la longitud
hocico-cloaca (LHC) y la longitud de la cola (LC) y longitud total (LT) por medio de una
cinta métrica. Se determind el sexo por medio de observacion del ancho de la cola,
corroborando la observacion con asistentes de campo con conocimiento del tema. Se
reportd cualquier anomalia presentada en el animal, al igual que la intensidad de la
coloracion y se reporto si el individuo presentaba méas de un colmillo en algun lado de la
mandibula. Esto se escribid en hojas de toma de datos (Anexo 2). El registro de estos
aspectos principales permite tener una idea de la estructura general de las caracteristicas de
la poblacion de estudio. Debido al nivel de estrés generado en los organismos por su
manipulacion, se realizan estos registros basicos de manera répida y efectiva (Bennett

1999). Se utilizé la codificacion descrita en el anexo 3 para identificar a cada individuo.

Los organismos encontrados fueron marcados con pinta ufias negro en las escamas
ventrales. Ademas, se tomaron fotografias de la parte superior de la cabeza para la
identificacion de patrones caracteristicos del individuo. Este método ha resultado éxitos en
otras especies de viboras arboricolas (Yang et al. 2013). Se utilizo el software FotoSpottr
para la identificacion de individuos (Schoen et al. 2015). Las serpientes también fueron
fotografiadas de cuerpo completo, cola y en las areas especificas donde se encontraron

lesiones.

El veneno se extrajo manualmente al masajear las glandulas venenosas. Las serpientes
se manipularon con un gancho herpetoldgico, sosteniéndolas firmemente con una mano y
con la otra, se masajearon las glandulas venenosas. Las serpientes se colocaron sobre una
superficie plana, utilizando el gancho herpetoldgico. Con el mango del mismo, se asegurd
la cabeza de la serpiente y luego, se sujetd con una mano hasta tener seguridad la mandibula
de la misma con el dedo pulgar y medio, con el dedo indice se sujeto la parte superior de la
cabeza (Figura 9).
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FIGURA 9. Bothriechis aurifer sujetada para extraccion de veneno por investigadora.

(Fotografia por: Israel Pimentel)

La boca del reptil se acercaba al borde de un Beaker esterilizado, el cual se sostuvo
firmemente sobre la mesa por un ayudante de campo (Figura 10). Se utiliz6 una membrana
de dos capas de Parafilm para que la serpiente mordiera e inoculara el veneno directamente
dentro del Beaker. Se masaje6 una glandula primero y luego la otra para mantener un mayor
control (Chippaux et al. 1991). En todo momento, se mantuvo el silencio y se evitaron
movimientos bruscos o muy fuertes para evitar dafiar al organismo. Ademas, se trabajé con
la puerta cerrada y dentro, solamente los asistentes de campo necesarios para el

procedimiento.

FIGURA 10. Extraccién de veneno de Bothriechis aurifer por investigadora y asistentes

de campo: Cristina Arrivillaga y Alejandro Marmol.

(Fotografia por: Isabella Rosito)
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Las fotografias y liberacion se realizaron una hora despueés de la extraccion para permitir
al individuo un periodo de descanso después de la manipulacién. Las fotografias se tomaron
en areas abiertas, con suficiente iluminacion y en silencio para evitar un mayor estrés al
animal. La manipulacion durante las mismas fue minima, sélo para colocarlas sobre una
rama o en una superficie donde permanecieran quietas durante la toma de fotografia. Para
la liberacion, las serpientes fueron transportadas dentro de sus cajas respectivas para
disminuir el estrés de trasladarlas a un saco despueés de la extraccion, ya que es mas facil

colocarlas dentro de la caja por que cuentan con mas espacio para movilizarse (Figura 11).

FIGURA 11. Liberacién de Bothriechis aurifer tras extraccién de veneno.

(Fotografia por: Maria Renée Brauner)

El veneno se recolectd por medio de una micropipeta e inmediatamente se coloco en
tubos eppendorf de 1.5 mL etiquetados previamente con etiquetas adhesivas y marcador
indeleble. Para realizar dicho traspaso, se utilizaron guantes de latex y por una persona que
no estuviera manipulando a la serpiente. Todas las superficies se limpiaron con cloro, etanol
y Lysol previo y después de la extraccion. Se lavaron las manos con suficiente agua y jabon
al finalizar la manipulacion con cada serpiente. Cada muestra se guard6 en una hielera y el
mismo dia de colecta se congelaron a -20°C al regresar a la Universidad del Valle de

Guatemala. Se utilizaron puntas nuevas y un Beaker limpio por cada muestra de veneno.
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Cada muestra se identificd segun el cddigo generado a partir de su localidad, numero de
individuo y sexo (Anexo 3). Dentro del congelador de la universidad, se contd con una caja
con seguro para evitar cualquier accidente con las muestras y se colocaron en una gradilla

en frio dentro de la caja para asegurar que se mantuvieran congeladas todo el tiempo.

La extraccion de veneno en el Biotopo del Quetzal se realiz6 de inmediato al encontrar
a los individuos en los senderos permitidos. Se colocé un tubo eppendorf de 1.5 mL
directamente bajo la mordida de la serpiente y se masaje6 de igual manera que el

procedimiento anterior.

b.  Obtencion de muestras del veneno de serpientes en cautiverio.
Las serpientes en cautiverio se muestrearon en los herpetarios de: Zootropic y Antigua
Exotic. Se contaba con los contactos y aprobacion de los encargados de los herpetarios bajo
estudio. Se llamo previamente para establecer una cita para la extraccion, ademas de ello,
se solicité que no le dieran alimento a las serpientes tres dias antes de la extraccion.
Posterior a la extraccién, se continu6 su alimentacion habitual segun cada herpetario. Se
colect6 el veneno dependiendo de la disponibilidad de cada herpetario. Al finalizar cada
extraccion, se llevaron las muestras a la Universidad del Valle de Guatemala en donde se
congelaron. Se extrajo el veneno de la misma manera que con las serpientes silvestres,
siguiendo las mismas medidas de seguridad y limpieza de las muestras. La Unica diferencia

es que, en este caso, el veneno se extrajo el mismo dia de la visita a los herpetarios.

c.  Diluciones de trabajo del veneno de Bothriechis aurifer. Para
realizar los bioensayos y cuantificacion proteica se prepararon diluciones 1/50 de las
muestras obtenidas. Se utilizaron tubos eppendorf esterilizados de 1.5 mL. Se agregd 1 pL
de veneno y 49 pL de agua ultrapura. Ademas, se prepararon diluciones 1/100 para el
andlisis SDS-PAGE, afiadiendo 1 pL de cada muestra en 99 pL de agua ultrapura. Se utilizé
esta dilucion debido a que esta demostrd ser la mas Optima segun lo observado con los
venenos control de Crotalus simus y Atropoides mexicanus obtenidos en extracciones

realizadas en el curso de Herpetologia 2016. Todos los procedimientos involucrando el uso
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del veneno se realizaron bajo condiciones estériles, limpiando el &rea de trabajo con cloro
y etanol, utilizando guantes cunado fuese necesario, puntas nuevas para micropipeta
esterilizada y material esterilizado en autoclave, asimismo, todo el material fue lavado

previo a su uso Yy desinfectado con cloro posterior al experimento.

d. Concentracion proteica de los venenos. Para determinar la
concentracion proteica de las muestras de veneno, se utilizo el ensayo de Bradford. Este
método consiste en determinar la concentracién de proteinas dentro de una solucion,
utilizando azul de Coomassie para tefiir a las proteinas, que se detecta a una longitud de
onda de 595 nm utilizando un espectrofotometro BioRad 2007. Se preparé el reactivo
Bradford (Anexo 4) en una botella de 1 L cubierta con papel aluminio. Se etiqueto6 con la
fecha de elaboracion, nombre e iniciales de investigadora. Se prepararon los estandares
para la curva de calibracion para poder determinar la concentracion proteica, utilizando
BSA (Anexo 5). Para el ensayo, se utilizaron 10 pL del estandar y 500 pL del reactivo de
Bradford. Se mezcl6 durante 30 segundos agitando los tubos eppendorf donde se prepard
la solucion y se dejaron incubar a temperatura ambiente durante 10 minutos. Se midio la
absorbancia a 595 nm utilizando un espectrofotémetro 2800 UV/VIS marca UNICO. Con

estos datos, se genero6 la curva de calibracion utilizando el software Microsoft Excel.

Al haber obtenido una curva con un R aceptable, mayor a 0.8, se utilizaron los venenos
control para probar medir la concentracion proteica de estas muestras. Para ello se
utilizaron diluciones 1/25 y 1/50, siguiendo el mismo procedimiento de preparacién de
dilucion explicado anteriormente. Cada dilucion contaba con tres réplicas para la medida
de concentracidn, de las cuales se obtuvo un promedio final. Las muestras se prepararon de
la misma manera, sustituyendo los 10uL del estandar con el mismo volumen de la dilucién
a estudiar. Como blanco se utiliz6 agua ultra pura y este se media previo a cada muestra,
asi mismo, se repitié la lectura de cada muestra para obtener tres réplicas y asegurarse que

el valor no variase mucho. Este procedimiento se realizé con las muestras del veneno de
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Bothriechis aurifer utilizando Unicamente la dilucién 1/50 y cada muestra contaba con un

duplicado.

e. Determinacién de proteinas por ensayo SDS-PAGE. Para
determinar el peso molecular de las proteinas encontradas en las muestras de veneno de
Bothriechis aurifer, se realiz6 un ensayo SDS-PAGE. Para ello se preparo6 el buffer Laemli
y buffer de corrida (Anexo 6). En un tubo eppendorf de 0.5 mL se agregaron 10 pL del
pool de veneno con dilucién 1/100 y 10 pL del buffer de muestra Laemmli. Se agit6 bien
y se dejo incubar a 95°C durante 5 minutos en un termociclador. Los geles se prepararon
siguiendo la receta encontrada en el Anexo 7. Se cargaron 8 pL de la muestra preparada y
8 UL de escalera de proteinas BioRad. Las muestras fueron cargadas siguiendo el siguiente

mapa:

FIGURA 12. Mapa de carga de muestras para gel SDS-PAGE.

Gel Pozos del gel
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
A Vacio 0 0% 1 1* 3 3* 4 4% 6 6% 8 8% Escalera
B 9 9% 10 10* Escalera

El gel se corri6 a 100 V durante 3 horas. Luego se colocaron en una bandeja de tincion,
utilizando una solucion de tincion de azul de Coomasie durante 25 minutos. Se retir6 de la
solucién y se agreg6 una solucion decolorante hasta cubrir los geles. Los geles fueron
fotografiados y escaneados, se guardaron dentro de dos hojas de papel acetato. Para el

analisis de los mismos, se utilizé el programa GelAnalyzer.

f. Actividad antibacteriana del veneno de la serpiente gushnayera.
Para determinar si el veneno de Bothriechis aurifer presenta propiedades antibacterianas o
no, se realiz6 un antibiograma utilizando las cepas de Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium, Staphylococcus epidermidis y S.
aureus. Estas bacterias fueron compradas en la empresa Global Quality, para su
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preparacion se siguié el protocolo encontrado en el Anexo 8. Para este bioensayo, se
prepard un pool del veneno de las muestras obtenidas. Para ello, se agregaron 80 pL de
cada dilucion (1/50) en un tubo eppendorf estéril, obteniendo un volumen total de 600 L.
Por cada cepa bacteriana, se prepararon tres réplicas del medio de cultivo Miller-Hinton
(MH) con cinco discos: A- pool veneno 1/50, B — control negativo: disco esterilizado, C —
pool veneno 1/50, D — control positivo: antibiético Gentamicina, y E — pool veneno 1/50,
como se puede observar en la Figura 13. La concentracion del caldo bacteriano a inocular
fue de 108 UFC/mL.

FIGURA 13. Diagrama de posicion de discos para prueba antibacteriana en un Agar
Mdiller-Hinton.

Veneno

Disco vacio

Gentamicina

Para preparar el medio de cultivo MH se pesaron 9.8 g y se diluyeron en 250 mL de
agua destilada esterilizada, calentdndolo hasta que se disolviera y tornara un color
transparente. Se esterilizé en autoclave a 121°C durante 15 minutos. Se utilizaron cajas
Petri nuevas estériles. Estas se rotularon con: fecha, iniciales del cultivo, nombre y cepa
bacteriana. Se trabaj6 bajo campana de extraccién. Se vacié aproximadamente 20 mL del
medio por caja Petri, evitando la formacion de burbujas. Se dejo solidificar durante 15
minutos. Se agregaron 100 uL de la cepa bacteriana en el caso de E. coli y S. aureus, y 50
pL para el resto de las cepas, esparciéndolo con hisopos estériles individuales. Se dejé secar
durante 15 minutos. Por cada disco, se colocaron 10 pL de su muestra respectiva y se colocé
con pinzas estériles sobre el medio de cultivo. Se dejo en incubacion durante 19 horas en

el caso de E. coli y S. aureus, 39 horas para Bacillus subtilis y 15 horas para el resto.
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Para la medicién de halos de inhibicion ocasionados por el veneno y el antibi6tico, se
utilizé un vernier digital. Se registr6 el didmetro del halo en milimetros, con una
incertidumbre de + 0.05 mm. Los discos contaban con un diametro de 5.5 mm. Luego se
obtuvo el promedio por cepa bacteriana y se compard con el promedio obtenido en cada
cepa por el antibi6tico.

g. Determinacion en ratones de DLso del veneno por via
subcutanea. Se utilizaron 16 ratones blancos Webster hembras con un peso promedio de
27.5 g. Se seleccionaron hembras ya que no hay sensibilidad en el sexo para la
determinacion de la dosis letal media (OECD 2001). Los ratones se compraron del bioterio
de la Universidad San Carlos de Guatemala (USAC). Se trasladaron en carro desde el
bioterio de la USAC hacia un salén reservado para este estudio en Colecciones Bioldgicas
de la Universidad del Valle de Guatemala. Dentro del carro se mantuvo una temperatura de
25°C y se mantuvo el silencio para reducir el estrés de los ratones. Los ratones iban en cajas
de transporte con ventilacién, agua y viruta. La ruta no sobrepasa una hora de transporte,
por lo que no se les coloco alimento. Al llegar a la Universidad, los ratones fueron
colocados en dos jaulas grandes con suficiente espacio para ocho individuos cada una.
Dichas jaulas contaban con un bebedero grande, un plato de alimento, juguetes y una cama

de viruta (Figura 14).

FIGURA 14. Jaula de aclimatacion para ratones de laboratorio a utilizarse en ensayo de

dosis letal media.
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En cuanto al uso de los ratones, es necesario utilizarlos para la determinacion de la dosis
letal mediay los efectos histopatoldgicos del veneno de Bothriechis aurifer ya que permiten
un analisis confiable de los resultados. Las alternativas para realizar la dosis letal media
incluyen: prediccion de dosis letal media a partir de datos obtenidos in vitro utilizando
cultivos celulares y tres nuevas alternativas planteadas por la OCDE: 420, 423 y 425
(Repetto et al. 2005). En la presente investigacion se trabajo con la alternativa 420 ya que
se reduce significativamente el nimero de animales empleados, al igual que el estrés y el
dolor asociado. No se utilizé la alternativa de cultivos celulares ya que no se cuenta con el

equipo y la capacidad de realizarlo en la Universidad del Valle de Guatemala.

Los ratones se dejaron durante cinco dias en el salon apartado para que se aclimataran.
Tenian doce horas de luz y doce horas de oscuridad, al igual que agua ilimitada y sustrato
limpio. Se revisaron una vez por dia para cambiarles el agua, limpiarles la jaula y darles
alimento (Fuentes et al. 2008). El alimento se descontinud cuatro horas previo al estudio y

dos horas después de inyectarles el veneno (OECD 2001).

Para realizar el ensayo, se trabaj6 una dosis por dia. Se separaron cuatro ratones en jaulas
individuales. Estas jaulas permiten que se puedan ver unos con otros para reducir el estrés
(Figura 15). Los ratones tenian un nimero asignado en su jaula respectiva (1,2,3 y C para
el control) y un cédigo de color (morado, amarillo, verde y azul). Se pint6 una seccion del

pelo con marcadores permanentes de colores segun la dosis inoculada (Anexo 9).
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Se realiz6 un pool de las muestras de veneno de Bothriechis aurifer, agregando 25 pL
de cada muestra para un volumen total de 200 L. Se trabajé con una dilucién 1/50 en PBS
para poder realizar las dosis a inocularse en los ratones. Con base en el promedio de
concentracion obtenida por medio del ensayo de Bradford, se calcularon las siguientes

dosis:

CUADRO 1. Dosis necesarias para la determinacion de DLso en ratones, segun OECD
(2001).

Toxina (ug/g) Muestra de veneno (uL) PBS (mL)

3.75 1 3
5 4.5 10
50 44.9 10
300 269.0 10

2,000 1,796.0 10

Previo a iniciar el ensayo, se pesaron los ratones y se registrd el dato en hojas de toma
de datos (Anexo 10). Se inoculé 0.1 mL de dosis por raton. Al raton control se le inoculd
el mismo volumen de PBS. La inoculacién se realizé con jeringas de insulina 100 UL/ 1
mL con aguja 30 G zx 1/2”’ de manera subcutanea. Se utilizaron guantes y se mantuvo el
silencio y la calma para evitar un mayor estrés a los animales (OECD 2001, Pirela et al.
2006). Solamente se utilizaron cuatro ratones por dosis siguiendo las recomendaciones de
bioética y la metodologia utilizada por Pirela et al. (2006). Tras inocular el veneno, se
regresaron a sus jaulas respectivas y se inicio la observacion. Los sintomas se reportaron
en hojas de toma de datos (Anexo 11). Se observaron a intervalos de 5 minutos durante la

primera media hora, reportando el comportamiento de los ratones. Se tomé especial
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atencion en los comportamientos de: nivel reducido de acicalamiento, poca actividad
espontanea, posicion encorvada, ojos entrecerrados y aislamiento ante otros individuos ya
que estos comportamientos se reconocen como respuesta de dolor en estos organismos
(Kohn et al. 2006). Ademas se reportd cualquier cambio en la piel, pelaje, ojos mucosas y
ritmo respiratorio; ocurrencia de temblores, convulsiones, salivacion, letargo, diarrea o
coma (OECD 2001). Luego de este periodo de observacion, se revisaron una vez cada hora
durante 5 horas. Asimismo, se utilizé una camara para grabar toda la actividad durante la

primera media hora.

Transcurridas 24 horas, y si los ratones no murieron con la dosis evaluada, se
anestesiaron y se les realiz6 eutanasia con la ayuda de la veterinaria Vanessa Granados. Se
realizd con pentobarbital de sodio por inyeccién intramuscular, siguiendo el protocolo de
AVMA (2013). Todos los ratones fueron disectados, preservando 1 cm? de la piel alrededor
del sitio de inyeccidn, el corazon, higado y los rifiones. Estos 6rganos se utilizaron para
realizar el analisis histolégico. Se tomaron fotografias al realizar la diseccion para observar
los cambios entre las dosis. Tras preservar los érganos de interés en FAA, se dispuso del
cadaver en bolsas de ECOTERMO para su posterior eliminacion segun los protocolos de
esta empresa, dichas bolsas se proporcionaron por la Universidad del Valle de Guatemala.
Los datos fueron evaluados segun la categoria de toxicidad y determinacién de DLsg de la
OECD (2001), siguiendo el presente mapa de decision:
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FIGURA 16. Determinacion de categoria de toxicidad y dosis letal media de acuerdo a OECD

(2001).
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h. Andlisis histoldgico del veneno de B. aurifer en ratones. Los

organos preservados de ratones en FAA se utilizaron para analizar cual de estos se
encuentra mas afectado por el veneno de la serpiente gushnayera. Los cortes histoldgicos
fueron realizados en el Laboratorio de Proteccidon Vegetal de la Universidad del Valle de
Guatemala. Se usé una tincion de hematoxilina eosina. Las placas histoldgicas se
analizaron bajo el microscopio electrénico con camara para tener un registro fotografico de

las placas.

i Ensayo hemolitico con veneno de B. aurifer. Se utiliz6 la sangre
de dos sujetos de estudio, una mujer (CP) con sangre A+ y un hombre (MS), ambos de 22
afios de edad y con perfectas condiciones de salud. Se prepard un pool de las muestras de
veneno puro, afiadiendo 4 pL de veneno por muestra en un tubo eppendorf limpio. Se
lavaron placas de vidrio con agua, jabdn y etanol para llevar acabo la prueba. Se trabajo6 en
un area desinfectada con cloro y etanol, marcando cada estacion de trabajo por separado
para evitar accidentes y contaminacion (Figura 17).
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FIGURA 17. Estaciones de trabajo para ensayo hemolitico en donde A- estacion de descarte y

vortex, B- estacion de toma de muestra, C - estacion de inoculacion de sustancias, D - estacion de

observacion.

Se trabajo en todo momento con guantes, utilizando un nuevo par por estacion y
descartandolos en bolsas de ECOTERMO. Para extraer la sangre de los sujetos de estudio
se utilizaron lancetas nuevas y se descartaron en el descarte para objetos cortopunzantes de
ECOTERMO. Para la toma de muestra, los sujetos de estudio se lavaron las manos con
agua y jabon y luego se desinfectd el area de pinchazo con un algodén y alcohol. Después
de colocar una gota de sangre en el porta objetos de vidrio, se coloc6 una curita en la zona
de herida. Luego, con otro porta objetos de vidrio limpio, se corrid la sangre dejando una
capa fina y uniforme en toda la placa. Esta se observo inmediatamente utilizando el
miscroscopio marca SWIFT con camara incluida utilizando el aumento 40x. Transcurridos
5 minutos, se volvio a observar y documentar fotograficamente asi como a los 10 minutos.

Esto se realizé con cada uno de los tratamientos mostrados a continuacion:
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CUADRO 2. Tratamientos observados durante ensayo hemolitico.

NO.  |ndividuo Solucion
1 Sangre
2 CP Sangre + PBS
3 Sangre + veneno
4 Sangre
5 MS Sangre + PBS
6 Sangre + veneno
7 ; PBS

Para preparar la solucion, se inocularon 4 pL de veneno o de PBS utilizando una
micropipeta p10, mezclandolo rapidamente y luego realizando el corrido de muestra sobre

la placa. Las fotografias y videos fueron registradas segun el cuadro anterior.

J- Evaluacion del mecanismo antidepredatorio de la serpiente
gushnayera contra aves. Para evaluar el mecanismo de antidepredacion por aves, tomando
en cuenta la hipotesis de que la coloracion y patrones de B. aurifer funcionan como
mecanismos aposematicos, se utilizaron modelos de plasticina que se asemejan al
organismo en el Parque Ecoldgico Gucumatz — Ranchitos del Quetzal. El uso de modelos
de plasticina de lagartijas, serpientes, salamandras y ranas, se ha realizado con éxito para
la evaluacion de mecanismos de aposematismo y mimetismo (Saporito et al. 2007,
Bateman et al. 2016, Rodriguez et al. 2016). Se utiliz6 plasticina de la marca Vinci no
toxica, se realizaron 90 modelos de serpientes bajo tres tratamientos: 30 serpientes verdes,
30 serpientes café y 30 serpientes verde con patron dorsal inspirado en la especie
Bothriechis aurifer. Cada modelo llevaba de base un alambre de cobre de 35 cm de largo.

Los modelos median 27 cm. Se realizd un Unico patron negro dorsal, con un marcador
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permanente no toxico de la marca Corona, el cual se repitié en los demés modelos bajo este
tratamiento (Figura 18). Se utiliz6 un total de 36 gramos (g) de plasticina por modelo,
sumando un total de 1,080 g de plasticina por tratamiento. Para el transporte, los modelos
fueron empacados cuidadosamente con plastico de cocina y colocados en cajas de
transporte con suficiente ventilacion para evitar que los modelos se dafiaran. Para la
colocacion en campo, se utilizaron las mismas cajas para transportar los modelos dentro

del parque y asi evitar dafio previo a la experimentacion.

FIGURA 18. Modelos de plasticina con patrén inspirado en Bothriechis aurifer

Debido al habito arboricola de la serpiente gushnayera, los modelos fueron colocados
en ramas de arboles y arbustos a una altura de 1.65 metros (m). EI alambre de cobre sirvi
para asegurar al modelo en su respectivo sitio. Los modelos fueron distribuidos
aleatoriamente a lo largo del Parque Ecolégico Gucumatz — Ranchitos del Quetzal,
obteniendo una distribucion mostrada en la Figura 19, en donde el circulo azul representa

el area clasificada como “Alto” y el circulo amarillo representa el area clasificada como
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“Bajo”. Se tomd el punto GPS del modelo colocado en los extremos de ambos sitios (el

maés alto y el més bajo).

FIGURA 19. Mapa de distribucion de modelos de plasticina dentro de Parque-Ecolégico

Gucumatz - Ranchitos del Quetzal
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Los modelos se colocaron dentro de la vegetacion, marcando en el sendero con cinta y
escribiendo el cadigo de cada modelo para saber donde especificamente se encontraba cada
uno. Los modelos fueron colocados el dia viernes 31 de marzo y se recogieron ocho dias
después (8 de abril). Al recoger los modelos, se tom6 una fotografia y se registré el nimero
y ubicacion del ataque previo a bajar el modelo de su sitio. Se amarr6 la cinta con el codigo

a su respectivo modelo para su registro posterior.

Los datos fueron registrados en hojas de datos (Anexo 12) previamente establecidas.
Los modelos fueron empacados de la misma manera como cuando fueron transportados al
sitio de estudio. Con base en las hojas de datos, se midio el largo del ataque (milimetros)
por medio de un vernier digital y la ubicacion en el cuerpo (cm) utilizando una cinta
métrica. Ademas, se tomaron fotografias individuales de cada una de las heridas para
generar el registro de las mismas. Para el registro del area corporal afectada, se dividio el
cuerpo del modelo en cabeza y cola, siendo de 0 a 5 cm la cabeza y el resto la cola.
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Los datos se tabularon en el software Microsoft Excel. Se calcularon las medias de los
ataques por tratamiento y el promedio del tamafio de los ataques. Asimismo se realizd un
grafico de barras comparando el nimero de picotazos por tratamiento y nimero de

picotazos en cabeza y cola en sus respectivos tratamientos.

D. Analisis estadistico

La dosis letal media se obtiene a partir de una férmula estadistica ya establecida. Debido
a que se siguié la metodologia de la OECD (2001), se usé el mapa de decision para

determinar la dosis letal media del veneno evaluado.

Se utilizé el software SPSS para realizar una prueba de chi cuadrado para determinar si
existe o no diferencia entre los halos de inhibicidn generados por el veneno de B. aurifer y
el antibidtico Gentamicina. Se obtuvo el promedio de halos de veneno por caja para
comparar con las tres medidas de halos de inhibicion por Gentamicina. Se realiz6 un
boxplot por cepa bacteriana para evaluar la diferencia entre el efecto del veneno y del
antibiotico. Se realiz6 también un boxplot para evaluar la diferencia entre el efecto del

veneno en bacterias gram positivas y gram negativas.

Se utiliz6 el software JMP para realizar una prueba de Wilcoxon/Kruskal Wallis y una
prueba de chi cuadrado para determinar si existe o no diferencia significativa en los

resultados obtenidos de los ataques de aves a los modelos de plasticina.

E. Etica

Para la manipulaciéon y manejo de las serpientes colectadas en cautiverio, se siguieron
las recomendaciones por Bennett (1999). Se siguieron las recomendaciones generadas por
el Comité de Etica para el Uso y Cuidado Animal de la Universidad del Valle de Guatemala
(CEUCA UVG), y se tramitaron los permisos respectivos bajo este comité para el manejo
de las serpientes y el de los ratones para la dosis letal media (Anexo 13). Se tramit6 también

la licencia de colecta para esta investigacion por parte de CONAP (Anexo 14).
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J. Resultados
1.

Extraccion del veneno y medidas de Bothriechis aurifer

encontradas en campo. Se encontraron 10 individuos en campo, de los cuales se obtuvo

9 muestras de veneno. En cautiverio, 2 individuos fueron evaluados y el veneno extraido.

A continuacion se presentan los datos de los individuos muestreados.

CUADRO 3. Informacion de individuos muestreados en campo y en cautiverio.

SVL tL TL Loc T Hum
Codigo  Sexo (cm)  (cm) (cm) (°C) Hora Luna
BAOZH H 60.20 9.10 69.30 Z - - - -
Cuarto
- - 5:15p.m.
BAIMR M 5820 1030 6850 RQ P-M- enguante
. Cuarto
- - 3:.05p.m.
BA2HB H 5120 410 5530 BQ P-M- reciente
} ) . Cuarto
BASMB M 5400 1050 6450 BQ 335p-M. - Ceciente
BAAMA M 68.00 14.00 82.00 AE ) ) -
Cuarto
BASHR H 39.00 8.00 47.00 RQ 15.78 90 11:32a.m. creciente
BA6HR H 68.00 12.00 80.00 RQ 12.72 98 4:30 p.m. Lunallena
Cuarto
BA7THR H 54.00 11.00 65.00 RQ 16.88 94 10:09 p. m. menguante
Cuarto
BASHR H 68.00 13.00 79.00 RQ 16.38 97 7:30 p. m. creciente
Cuarto
BAOMR M 58.50 6.50 65.00 RQ 16.38 97 7:30 p. m. creciente
BA10H Cuarto
R H 54.70 10.00 64.70 RQ 17.00 96 10:30 p. m. creciente
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Para mayor detalle de las observaciones realizadas ir a Anexo 15. Las muestras BA2 y
BADS se perdieron. La serpiente BA7 se encontraba enferma Anexo 16. La muestra BA6 y
BAS8 pertenecen a una serpiente recapturada, identificada por sus rasgos caracteristicos
(Anexo 17). Las serpientes BA8 Y BA9 se encontraron en copula (Anexo 18). Ademas de
estas observaciones se encontraron dos individuos mas que no fueron examinados (Anexo
19). Los datos de temperatura se obtuvieron a partir de la estacion meteoroldgica
encontrada en Ranchitos del Quetzal, se carece del dato de las primeras muestras debido a
que aun no contaban con la estacion cuando se realizd el muestreo. Las siglas RQ
pertenecen a Ranchitos del Quetzal, BQ al Biotopo del Quetzal, AE a Antigua Exoticy Z

a Zootropic. Solamente un individuo se encontrd en los muestreos matutinos (Bab).

2. Concentracién proteica del veneno. A partir de la curva de
calibracion (anexo 20) y las absorbancias obtenidas (anexo 21), se calculd la concentracion
proteica de los venenos control y de Bothriechis. Se obtuvo una concentracion de
153,065.63 pg/mL para el veneno de B. aurifer promedio de 8 muestras con una réplica
cada una. Esta concentracién resulto ser mayor que la encontrada para Crotalus simus con
131,618.06 pg/mL y de Atropoides mexicanus con 126,118.06 pg/mL. De estas Gltimas

muestras, solamente se contaba con un individuo y tres réplicas por veneno.

3. Proteinas encontradas en el veneno por SDS-PAGE. Por medio
del software GelAnalyzer, se observaron los geles obtenidos por medio del SDS-PAGE
(Anexo 22). A partir de la escalera, se obtuvo la curva de calibracion para calcular el peso
molecular de las bandas obtenidas en cada gel (Anexo 23 y 24). Para ello, se contaba con
un R? de 0.864 para el primer gel y de 0.994 para el segundo gel. Luego se obtuvo el
promedio del peso molecular (kDa) de su muestra y réplica. Se buscé en el banco de datos
de NCBI la secuencia FASTA de las proteinas reportadas en el veneno de Bothriechis
aurifer por Pla et al. (2017). Luego se obtuvo el peso molecular de las mismas por medio
de la pagina bioinformatics.org, presentadas a continuacién. Debido a que no se encuentra

especificamente registrado el peso de las proteinas del veneno, se buscaron aquellas
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pertenecientes a las especies del mismo género o mas cercanas al mismo. No se encontrd
el peso de 5’NT, DC y DISI en la base de datos.

CUADRO 4. Peso molecular de proteinas encontradas en el veneno de B. aurifer segun
Plaet al. (2017).

% PM (kDa) Especie

PLB 0.7 64.19 Crotalus horridus
16.4 17.44 lus horri
CTL 6 Crotalus horridus
AP 0.8 49.4 Crotalus horridus
12.5 51.26 Echis ocellatus
PI-SVMP

PII-SVMP 2.1 54.31 Bothriechis lateralis

20.5 19.58 Crotalus viridis

PII-SVMP
LAO 9.5 56.38 Bothriechis schlegelii
SVSP 7.3 27.84 Crotalus horridus
CRISP 10.7 26.95 Bothriechis schlegelii
PDE 1.2 96.4 Crotalus horridus
5'NT 0.4 - -
DC 0.2 - -
DISI 1.2 - -

13.4 20.17 Crotalus horridus
BPP
SVMP 3.2 19.58 Crotalus horridus

Con base en estos pesos moleculares, se estimo la posible identidad proteica de las bandas

encontradas con las muestras de veneno aqui presentes.
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CUADRO 5. Posible identidad proteica de las bandas encontradas por SDS-PAGE del

veneno de B. aurifer.

Muestra Banda PM promedio Posible ID

55.5 PII-SVMP - LAO
30.5 SVSP
125 -

59.5 LAO-PLB
32 SVSP
13 -

75 PLB
59.5 LAO
30.5 SVSP
135 -

80 PDE
63.5 PLB
36 SVSP
14 -

755 ?

61 LAO-PLB
31 SVSP

12 -

58 LAO
32.5 SVSP
115 -

67 PLB
39.5 AP*
28.5 SVSP
235 -

A O N PO DD PPN RPN RO DD RPODN PN
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Continuacién Cuadro 5

Muestra Banda PM promedio Posible ID

1 68.5 PLB

2 415 AP
10

3 28.5 SVSP

4 24 -

Se obtuvo un promedio de los pesos entre las réplicas corridas en el gel SDS-PAGE.
Todas las muestras, excepto la muestra Ba0 y Bal presentaron cuatro bandas de proteinas.
Debido a que no se obtuvo un dato exacto que represente la identidad de la proteina, se
reportd la posible identidad de acuerdo al dato que méas se acercara. Se presentan dos
posibles identidades en algunas bandas debido a que el dato se encuentra entre ambos
valores. Se presenta con un signo de interrogacion aquellas bandas que no se acercaron a
ningun peso molecular de las proteinas reportadas para este veneno. Se presenta con un
guion la Gltima banda detectada por el software pues la escalera no resuelve bajo a 20 kDa.

La banda con mayor intensidad de color en todas las muestras pertenece a SVSP.

4. Actividad antibacteriana del veneno. El veneno presentd halos de
inhibicion en todas las cepas bacterianas excepto Bacillus subtillis. Las medidas y
fotografias se pueden encontrar en anexos (anexo 25, 26-31). Para el analisis, se obvio el
dato del control negativo, el disco vacio, ya que en ningun caso presento inhibicion. Segun
el estandar de halos de inhibicion por la CLSI (2015), las bacterias E. coli, P. aeruginosa,
S. typhimurium y B. subtillis se encuentran bajo el rango de resistentes ante el veneno de
B. aurifer en comparacion a la gentamicina. Las demas cepas bacterianas: S. aureus y S.
epidermidis se encuentran bajo el rango de sensibles. A continuacion se presenta el boxplot
de comparacion de medias para evaluar el efecto inhibitorio entre el veneno y el antibiodtico

por cepa bacteriana.
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FIGURA 20. Efecto antibacteriano del veneno y gentamicina por cepa bacteriana
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De acuerdo a lo observado, hay una marcada diferencia significativa entre el efecto

antibacteriano del veneno y de la gentamicina, siendo el efecto mas obvio en la cepa

bacteriana Bacillus subtilis (x?=2, p=0.572, a=0.05). El efecto del veneno se acerca mucho

al efecto de la gentamicina en la cepa Staphylococcus aureus (x?=0.667, p=0.955, 0=0.05).

El efecto antibacteriano del veneno en Salmonella typhimurium (x?=0.667, p=0.955,

0=0.05) y en Pseudomonas aeruginosa (x?=0.667, p=0.955, a=0.05) es muy similar. Asi
como con Escherichia coli (x?=0.00, p=1.00, 0=0.05) y Staphylococcus epidermidis

(x?=0.00, p=1.00, a=0.05)
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. FIGURA 21. Efecto antibacteriano entre gentamicina y veneno
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Existe suficiente evidencia para concluir que hay diferencia significativa entre el efecto
antibacteriano del veneno y del antibi6tico en las cepas bacterianas (x>=3.03, p=1.00,
a=0.05). Existe un mayor efecto inhibitorio en las cepas bacterianas evaluadas con la
gentamicina que con el veneno. Para esta prueba no se tomo en cuenta los valores nulos del

efecto en B. subtilis.
FIGURA 22. Efecto antibacteriano entre cepas gram negativo y gram positivo.
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Ademas, se evaluo el efecto del veneno sobre las bacterias gram positivo y gram
negativo en total, obviando los datos nulos de B. subtilis. En base a este andlisis existe
suficiente evidencia para concluir que hay diferencia significativa entre ambos tipos de
bacterias (x?=9.756, p=1.00, 0=0.05), siendo la mayor inhibicion en las bacterias gram

positivo.

5. Determinacion de DLso por via subcutanea en ratones blancos de
laboratorio. No se encontrd la dosis letal media del veneno de Bothriechis aurifer en
ratones blancos de laboratorio. Sin embargo, se cuenta con un registro detallado de los
sintomas y de la apariencia de los érganos tras la inoculacion de las dosis del veneno. Se
trabajo con las dosis de 3.75, 5, 50 y 300 pg/g. No se trabajo con la Gltima dosis de 2,000
Mg/g debido a la falta de ratones. Al realizar la diseccion de los ratones inoculados con la
primera y segunda dosis, no se observd ningun cambio fisico al comparar con el raton
control. Durante la observacion de media hora los ratones inoculados con la dosis de 3.75
ug/g pasaron el 85.7% del tiempo bajo actividad normal, 7.1 % acicalandose y 7.1%
acicalando la herida. Se le determiné como normal a: olfatear y observar activamente sus
alrededores. El resto del tiempo pasaron la mayoria del tiempo dormidas (35%), inactivas
(20%) o normales (20%). Sin embargo se report6 un individuo que presentd una respiracion

acelerada, uno que tomo agua y una acicalandose (Anexo 32).

Con la dosis de 5 ug/g, durante el periodo de observacion de media hora, los ratones
pasaron un 42.8% del tiempo realizando actividad normal. El resto del tiempo se pasaron
acicalando (32.1%), inactivas (14.3%) y acicalando el sitio de inoculacion (10.7%) (Anexo
33). Durante las horas de observacion, permanecieron dormidas. Se les realiz eutanasia a

todos los ratones.

Los ratones inoculados con la dosis de 50 pg/g pasaron el 75.0% de la media hora de
observacién realizando un comportamiento normal, 21.4% acicalando la herida y 3.6%
acicalandose. El resto de las horas permanecieron dormidas (Anexo 34). Los ratones 1y 3,

realizaron una vocalizacion distinta a la vocalizacion normal del resto de los ratones, siendo
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esta como grufiidos bajos y continuos. Se les realizo eutanasia a todos los ratones. Al
realizar la diseccion, se observo un marcado hematoma en todos los ratones inoculados, se
observaba desde la superficie de la piel y al abrir la misma (Figura 23). Asi mismo, se
observo un cambio en el aspecto del corazon, siendo este mas agrandado y con una
tonalidad més oscura que el del raton control (Figura 25).

FIGURA 23. Hematoma observado con la dosis 50ug/g en ratones blancos de

laboratorio.

g | —_—
Control 50 ug/g
(Fotografia por: Maria Andrea Bolafios)

Los ratones inoculados con la dosis de 300 pg/g realizaron una actividad normal durante
el 75.0% del tiempo de observacion de media hora, 10.7% inactivas, 7.1% acicalando el
area de inoculacion y 7.1% con los ojos entrecerrados. La primera hora de observacion
estuvieron realizando un comportamiento normal y el resto del tiempo permanecieron
dormidas (Anexo 35). Al realizar la diseccion, se observd un hematoma en el &rea de
inoculacion, ademas de hemorragia en toda la cavidad corporal (Figura 24). Se observo una

evidente deformacién del musculo cardiaco (Figura 25).

FIGURA 24. Hematoma observado en ratones blancos con dosis de 300 ug/g.
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FIGURA 25. Cambios en el corazon observados con la dosis de 50 ug/g y 300 ug/g en

ratones blancos de laboratorio.

Control 50 ug/g 300 ug/g

(Fotografia por: Maria Andrea Bolafios)

Debido a que el ratdn control bajo la dltima dosis no contaba con un tamafio ideal, no se
le inocul6 PBS. Sin embargo, se utilizd para observar su comportamiento durante el periodo
establecido. Ademas, como ya se contaba con los tejidos de los demas ratones control con
PBS no se le realizé la diseccién transcurrido el periodo de observacion.

6. Analisis histolégico de 6rganos de ratones blancos inoculados
con veneno de B. aurifer. Se realizaron autopsias de todos los ratones eutanasiados bajo
sus respectivas dosis de veneno. Se analizaron los cortes histologicos por 6rgano y dosis
inoculada. No se cuentan con las placas de la tltima dosis (300 pg/g). La dosis de 3.75 pg/g
fue obviada para el analisis de resultados debido a que el PBS utilizado en esa dosis causo
hemorragias y destruccion en las células (anexo 36 a 38). Esto se comprobo al inocular
sangre unicamente con PBS. Debido a ello, se cambié de PBS para las siguientes dosis
evaluadas (5, 50 y 300 ug/g). Los cortes histoldgicos de piel no pudieron ser analizados
debido a la calidad de las placas. No se distinguia el tejido y los cortes no eran comparables
con los controles. Se observé dafio en los deméas 6rganos evaluados: corazon, higado y

rifilones presentados a continuacion.
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FIGURA 26. Efectos del veneno en higado de ratones bajo la dosis de 5 y 50 pg/g
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En la Figura 26 se pueden observar los efectos del veneno de la serpiente gushnayera en
el higado. Se encuentra en la primera columna, la dosis de 5 pg/g y en la segunda columna
la dosis de 50 ug/g. La primera fila pertenece a los controles. En la hilera superior se
encuentra un aumento de 10x y en la inferior un aumento de 40x. El detalle de los efectos
en el higado en todas las réplicas bajo la primera dosis se puede encontrar en el anexo 39y
en el anexo 42 las réplicas para la segunda dosis. En ambas dosis se encontrd un deterioro
hemolitico, siendo més evidente en la dosis de 50 pg/g. Los cortes histoldgicos de higado
fueron analizados con ayuda de los datos reportados por: Al-seeni et al. 2011, Ross y
Pawlina 2011, y Di Fiore 2000.
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FIGURA 27. Efectos del veneno en corazén de ratones bajo la dosis de 5y 50 ug/g
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En la Figura 27 se pueden observar los efectos del veneno en el corazén. Se encuentra
en la primera columna, la dosis de 5 pug/g y en la segunda columna la dosis de 50 pg/g. La
primera fila pertenece a los controles. En la hilera superior se encuentra un aumento de 10x
y en la inferior un aumento de 40x. El detalle de los efectos en el corazén en todas las
réplicas bajo la primera dosis se puede encontrar en el anexo 40 y en el anexo 43 las réplicas
para la segunda dosis. En la primera dosis se encuentran evidencias de dafio hemotoxico,
incluso un pequefio codgulo (Figura 28), sin embargo en la dosis de 50 pg/g ya se evidencia
un dafio mucho mayor caracterizado por trombosis, hemolisis y areas necrotizadas. Los
cortes histoldgicos de corazén fueron analizados con ayuda de los datos reportados por:
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Anderson 2013, Kumar et al. 2013, Cambruzzi et al. 2012, Swamy et al. 2011, Ross y
Pawlina 2011, Pat et al. 2010 y Di Fiore 2000.
FIGURA 28. Trombosis en corazén de ratdn bajo la dosis de 5 ug/g
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A continuacion se pueden observar los efectos del veneno en los rifiones de raton. Se
encuentra en la primera columna, la dosis de 5 pg/g y en la segunda columna la dosis de 50
Mo/g. La primera fila pertenece a los controles. En la hilera superior se encuentra un
aumento de 10x y en la inferior un aumento de 40x. El detalle de los efectos en los rifiones
en todas las réplicas bajo la primera dosis se puede encontrar en el anexo 41 y en el anexo
44 las réplicas para la segunda dosis. Los efectos del dafio en el tejido son evidentes desde
la primera dosis, sin embargo son mas severos en la dosis de 50 pg/g. La pérdida de
integridad epitelial en los rifiones se encontrd principalmente bajo dicha dosis. Entre todos
los 6rganos evaluados, los rifiones son los que mas evidencia presentaron de degradacién
hemotdxica. Los cortes histoldgicos del rifion fueron analizadas con ayuda de los datos
reportados por: Al-Kahtani et al. 2014, Kumar et al. 2013, Ross y Pawlina 2011, Sangiorgio
et al. 2008, Luciano et al. 2004 y Boer-Lima et al. 1999.
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FIGURA 29. Efectos del veneno en rifiones de ratones bajo la dosis de 5y 50 pg/g
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7. Ensayo hemolitico. Se observaron los efectos en la sangre de los dos
sujetos de estudio. Ademas del registro fotografico, se cuenta con un video del efecto del
veneno inmediatamente después de inocularlo en la sangre del sujeto de estudio MS. A
continuacion se presenta el efecto del veneno de Bothriechis aurifer en sangre.
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FIGURA 30. Efecto hemolitico del veneno en sangre CP.
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Se muestra en la primera hilera, la sangre del primer sujeto de estudio transcurridos 0,
5y 10 minutos a partir de la toma de muestra. Esto sirve como control para luego poder
evaluar qué sucede cuando se inocula el veneno. En la hilera de abajo se puede apreciar
que el efecto ocurre de inmediato (tiempo 0), evidencidndose ain mas la formacién de

coagulos transcurridos los 5 minutos.

FIGURA 31. Efecto hemolitico del veneno en sangre MS
MS SANGRE

MS VENENO
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El individuo MS presentd una mayor cantidad de glébulos rojos que CP. En la hilera de
arriba se muestra como control, solamente la sangre transcurrido el tiempo establecido. En
la hilera de abajo se evidencia la formacion de coagulos. En este caso, si se logrd observar

restos de células reventadas en el tiempo 10.

8. Mecanismo antidepredatorio contra aves. Se encontraron 88
modelos de plasticina, pues se perdié un modelo verde y un modelo café. Se cuantificé la
cantidad de ataques en cada individuo y cada uno de los ataques fue medido en posicion
corporal y longitud de la herida. Se evalu6 la cantidad de actividad por sitio de muestreo.
Ademas, se cuantific el area mas afectada entre los tratamientos. Se realizd un registro
fotografico de las heridas presentado a continuacion. En promedio, las heridas reportadas
para Bothriechis midieron 3.84mm, 3.95 mm para café y 4.51 mm para verde. Se ubicaron
41 individuos en la parte alta del Parque Ecologico Gucumatz — Ranchitos del Quetzal y
47 en la parte baja del sitio. Para la parte alta, se encontraron 48 ataques mientras que en la
parte baja se encontraron 74 ataques. A continuacion se presenta la cuantificacion de
ataques por modelo. La documentacién de todos los ataques se encuentra en el anexo 45.

CUADRO 6. Areas corporales atacadas segtn el tratamiento evaluado.

Tratamiento Cabeza Cola Ambos Solo Cabeza Solo Cola Individuos Total ataque

B 15 13 2 7 6 15 28
C 17 27 4 5 8 18 44
\Y 35 19 8 8 4 21 54

El tratamiento que presentd un mayor numero de ataques fue el color verde, seguido por
el color café y por ultimo el patron Bothriechis. Se observa que en Bothriechis y en verde,

el segmento mas atacado fue la cabeza con 15 y 35 ataques respectivamente. En general,
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pocos individuos presentaron ataques en ambas partes corporales. Ademas de encontrar
individuos atacados por aves, se encontraron modelos atacados por roedores presentados a
continuacion.

FIGURA 32. Ataques de roedores en modelos de plasticina.

Se observan ataques de roedores en los diferentes tratamientos: A —verde, B —café y C
— Bothriechis aurifer. Se sospecha que los ataques de A y B corresponden a un roedor por
la marca de los incisivos, se desconoce qué mamifero pudo atacar a C, sin embargo se sabe
que no fue un ave debido a la profundidad, tamafio y patron de las heridas. La
documentacion fotografica de las heridas registradas en los individuos de plasticina se
presenta en anexos (anexo 45 - 47).

FIGURA 33. Cantidad de picotazos totales presentados en los modelos de plasticina
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Existe evidencia estadistica para concluir que hay poca diferencia significativa entre la
cantidad de picotazos totales en el tratamiento con patron Bothriechis y en el tratamiento
de color vede (x2=3.7247, p=0.0536, a=0.0500). Para analizar los datos, no se tomaron en

cuenta los modelos cafés.

FIGURA 34. Cantidad de picotazos totales por segmento corporal en modelos de

plasticina.
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Existe evidencia estadistica para concluir que hay diferencia significativa entre la
cantidad de picotazos totales en la cabeza entre los tratamientos Bothriechis y verde
(x2=4.6401, p=0.0312, 0=0.05). Segun la evidencia estadistica, no existe diferencia
significativa entre la cantidad de picotazos totales en el cuerpo entre ambos tratamientos
(x2=1.5378, p=0.2150, 0:=0.05).

K. Discusion

1. Extraccidn del veneno y observaciones en campo de Bothriechis aurifer.
No se midié la cantidad de veneno que se extrajo de cada individuo, pero en base al tamafio
del tubo eppendorf, se calcula que se extrajo un promedio entre 200 — 400 pL. La coloracion
del veneno varié también entre individuos (Anexo 48). El caso mas interesante se obtuvo
de la hembra Ba6, que fue recapturada bajo el cddigo Ba8. En la primera extraccién, el
veneno obtenido tenia una coloracién muy clara. En la segunda extraccion, el veneno era

de un color amarillo fuerte y, al utilizar la muestra para los ensayos, se noto que este tenia
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un particular olor fuerte. EI color amarillo en el veneno se relaciona con la riboflavina, un
pigmento de la enzima L-amino oxidasa. La variacion en el contenido de esta enzima brinda
una amplia gama de variacion en el color del veneno (Izidoro et al. 2014). Por lo que resulta

interesante encontrarse con esta variacion intraespecifica.

Durante las extracciones, solamente un individuo macho Ba9, lanz6 mordidas y presento
un comportamiento de defensa y agresividad. Los demas individuos, a pesar de presentar
las pautas de comportamiento de incomodidad al ser sujetadas por querer escapar,
permanecieron tranquilos durante el procedimiento. EI macho Ba9, fue encontrado en
copula dos noches previas a la extraccion (Anexo 18), por lo que probablemente su

comportamiento agresivo se debe al mismo periodo reproductivo.

El volumen obtenido de veneno parece correlacionarse con el tamafio del individuo, sin
embargo no se realiz6 un analisis cuantitativo de esta relacion para poder concluir respecto
a ello. La relacién entre el volumen de veneno producido por las serpientes y la edad y el
tamafo ha sido demostrada en estudios previos (Mackessy 2010). Los datos de las medidas
de los individuos encontrados pueden servir como linea base para estudios poblacionales
de esta especie dentro del sitio de estudio. Con los datos de la longitud-narina-cloaca (SVL
por sus siglas en inglés), es posible realizar estudios ecoldgicos tales como: correlacion del
tamafo del individuo con el uso del habitat (Bellini et al. 2015), diferencia morfométrica
entre machos y hembras de una misma especie (Elizondo et al. 2015), y un registro del
crecimiento de serpientes que se puede relacionar con la dieta de la especie (Brown et al.
2017).

La fase lunar mayoritaria en donde se encontraron los individuos fue cuarto creciente
(cuadro 2). No se realizé un analisis estadistico de la ocurrencia de serpientes segun la fase
lunar ya que solamente se encontraron ocho individuos en campo y esto no es
estadisticamente robusto. No existe un consenso con respecto al efecto de la fase lunar y la
ocurrencia de reptiles en los muestreos. Autores como Lillywhite y Brischoux (2011) y
Rich y Longcore (2013) reportan que si hay un marcado efecto en la fase lunar con la

actividad de las serpientes muestreadas, teniendo estas preferencias para cazar en una fase
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especifica. Sin embargo, otros autores reportan que el efecto lunar en la abundancia
encontrada en los muestreos, junto a otras condiciones climéticas, varian entre especies y
no se puede generalizar (Bailey et al. 2009, Brown y Shine 2002). Probablemente, los
individuos encontrados en este estudio fueron encontrados en su mayoria en cuarto
creciente debido a que con poca iluminacion de la luna, las presas cuentan con una mayor
probabilidad de escapar al depredador (Lillywhite y Brischoux 2011); a pesar de que los
vipéridos utilizan termofosetas para detectar a su presa (Lopez 2014) y no dependen de la
iluminacién para una caza efectiva, pueden presentarse mas activas con poca luz lunar ya

que las presas forrajean mayores areas a comparacion de cuando hay luna llena.

De igual manera, se desconoce la temperatura (°C) preferida por estos individuos ya que
se cuentan con muy pocos datos para establecer un parametro estadisticamente confiable.
Los individuos se encontraron en un rango de 12 — 17°C. Dentro de este rango se encontrd
el Unico individuo diurno en Ranchitos del Quetzal, Ba5. Sin embargo este individuo era
un juvenil que parecia estar lesionado pues se iba de lado al movilizarse, ademas que fue
encontrado sobre una hoja de guarumo seca por lo que posiblemente se pudo haber caido
desde muy alto. Segun Campbell y Lamar (2004) esta especie esta activa solamente de dia,

sin embargo se encontraron varios individuos activos en altas horas de la noche.

Dentro de las observaciones en campo, se encontrd una pareja de Bothriechis en copula
(Anexo 18). El comportamiento reproductivo de B. aurifer concuerda con lo reportado para
la mayoria de los miembros de la subfamilia Crotalinae (Carpenter y Ferguson 1977), en
donde el macho inicia la copula al enrollarse en la hembra. Una observacion interesante es
que este fue que el macho fue el Unico individuo que presentd la cola amarilla. La diferencia
de color en la cola entre adultos y juveniles esta reportado por Greene y Campbell (1972)
y se relaciona con los cambios en la dieta entre adultos y juveniles de la familia Viperidae.
Segun Campbell y Lamar (2004) los juveniles de esta especie presentan colas con punta
amarilla. Los juveniles de otras especies como Bothrops moojeni utilizan la punta de la cola
para atraer a las presas (Greene y Campbell 1972). Sin embargo los juveniles encontrados
presentaron colas negras (Anéxo 18, Figura 37). Se presume que la cola amarilla podria ser

un tipo de dimorfismo sexual en época reproductiva.
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La altura en donde fueron encontrados los individuos de este estudio también representa
un dato interesante. Por lo general estos individuos se encuentran a una altura promedio de
1.30 metros del nivel del suelo, sobre la vegetacion principalmente en palmeras (Griffin
com. pers. 2017, Mazariegos com. pers. 2017) 0 a una vegetacion de hasta 1.5 metros segun
Campbell y Lamar (2004). Sin embargo, durante este estudio se encontraron principalmente
a nivel del suelo y en el caso de los organismos en copula, se encontraron a 5 metros sobre
el nivel del suelo. Este dato puede ser util para futuros estudios ya que indica una zona de

busqueda mayor a la esperada.

Se encontrd también un individuo que presentaba posiblemente anemia (Anexo 16). Esta
se puede definir como una reduccién en el nimero de células rojas o eritrocitos por el
volumen de sangre, lo cual provoca una reduccion en el transporte de oxigeno. Rara vez se
utiliza laanemia como diagnéstico final, pero es un indicio de otras condiciones patoldgicas
o enfermedades. Reptiles con un alto nimero de ectoparasitos, tales como garrapatas,
tienden a presentar anemia (Saggese, 2009). Se ha reportado que las infecciones virales y
exposicion a toxinas pueden causar anemia moderada o severa. Ademas, se conoce que a
raiz de falta de alimento o durante periodos de hibernacion y épocas de sequia las serpientes
pueden presentar anemia (Jacobson, 2007). El diagndstico de la condicion de esta serpiente
solamente podria ser certero si se hubiese realizado una evaluacién sanguinea, sin embargo
no se contaba con el equipo, preparacion o permisos para realizarla. Segun las condiciones
del individio es posible que este presentara sintomas tempranos de estomatitis. Debido a
este caso, se sospecha que esta especie posiblemente permanece en periodos de baja
actividad metabdlica en los meses mas frios del afio (diciembre — febrero) ya que durante

el afio de muestreo, se empezaron a encontrar a partir de abril.

A pesar de que no se aplicé un mayor tratamiento a la serpiente anémica, mas que darle
alimento y agua, es importante reportar lo realizado para saber los pasos a seguir en caso
se encontrara alguna en el mismo estado. Ademas, es un dato de gran relevancia ya que, no
solo la poblacion en un afio de muestreo fue muy escasa, sino que también se encontrd un

individuo enfermo lo cual puede representar que la poblacién estd mas en peligro de lo que
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se ha reportado previamente (Se encuentra clasificada en la lista roja de la Union
Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN) como una especie vulnerable
(Campbell y Mufioz-Alonso 2014)). Este tipo de observaciones pueden utilizarse en futuros
estudios de vigilancia de patdgenos y enfermedades en poblaciones herpetoldgicas (Gray
et al. 2017). EI registro de lesiones en la mayoria de los individuos encontrados puede
deberse a su hébitat arboreo. No se encontraron heridas que pudieran complicarse o fueran

de gravedad.

Entre las amenazas de la poblacion encontrada, se ha reportado que el género
Bothriechis junto a los géneros Heloderma y Abronia son los mas traficados ilegalmente
en el pais (Monterroso 2012), por lo que existen muchas presiones que pueden reflejar un
declive en esta poblacion. Incluso uno de los individuos muestreados, Ba4, fue rescatado
de un traficante al haberla encontrado dentro de un calcetin en el aeropuerto nacional
(Mazariegos 2017 com. pers.).

La poza donde fueron encontradas la mayoria de las serpientes se caracteriza por tener
un area de conexion entre las ramas de ambos lados del rio, un tronco que conecta la parte
de la catarata con el sendero y muchos arboles circundantes a la orilla de la poza (Anexo
49). En esta poza se han encontrado varias especies de reptiles y anfibios entre ellos:
Plectrohyla hartwegi tanto adulta como metamorfo, Ptychohyla hypomykter, Criptotrion
veraepacis, Norops cobanensis, Bolitoglossa helmrichi, Leptophis ahaetulla vy
Cerrophidion godmani. El agua encontrada ahi es la mas limpia del rio dentro de Ranchitos
del Quetzal (Anexo 51, referencia al documento completo encontrada en Ranchitos del

Quetzal). Ademas se han observado una gran cantidad de colibries cerca de los arboles.

Se utilizo el software FotoSpottr para la identificacion de patrones negros en la
superficie de la cabeza de Bothriechis aurifer. Se tomo la fotografia de todos los individuos
encontrados para el procesamiento de las fotos. Ademas, se utiliz6 como control el
individuo Ba7, tomando la fotografia desde el terrario para tener esa confirmacién visual.
Con el software, se obtuvo un 57% de alineamiento entre los patrones de las fotografias
control (Anexo 17, Figura 35). Las fotografias de los individuos marcados como Ba6 y Ba9
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presentaron un 46% de alineamiento entre sus patrones. Sin embargo, debido a sus lesiones,
tamario y aspecto general se conocia que esta serpiente fue recaptura. Segun Schoen et al.
(2015), este software facilita la confirmacion visual de los patrones. Al realizar dicho
analisis, se encontr6 que los patrones de la cabeza son facilmente reconocibles. Esto
concuerda con lo observado con otras especies de viboras arboricolas (Yang et al. 2013).
Se recomienda realizar este tipo de identificacion para estudios de captura y recaptura con
esta especie, sin embargo se carecen de datos estadisticamente robustos para poder

concluirlo.

2. Concentracion proteica del veneno. Conocer la concentracion proteica total
del veneno permite establecer, en base a la identidad proteica, en qué concentracion
individual se encuentra cada proteina. Ademas, sirve para calcular la dosis necesaria para
ensayos tales como DLso, ELISA, entre otros (OECD 2001, Sousa et al. 2013). Al tener
este dato, al igual que el de C. simus y A. mexicanus se podria hacer una comparacion de
la concentracidn proteica entre las especies de vipéridos encontrados en el pais. No se
encontrd diferencia al medir la concentracion proteica de muestras que ya llevaban tiempo
en refrigeracion y al medir la concentracion de una muestra fresca, sin embargo no se

realiz6 un andlisis estadistico para comprobar esto directamente.

3. Actividad del veneno de Bothriechis aurifer. Se encontraron seis de las quince
proteinas reportadas en el veneno de Bothriechis aurifer por Pla et al. (2017), por medio
del método SDS-PAGE. De acuerdo a las proteinas encontradas en el Debido a que no se
obtuvo un dato exacto que representara la identidad de la proteina, se reportd la posible
identidad de acuerdo al dato que mas se acercara. Para obtener un dato méas certero de la
identidad de las proteinas encontradas en el veneno, se recomienda realizar una separacion
cromatografica por metodologia HPLC, en comparacion de estandares proteicos para
determinar la composicion completa del veneno. Esta técnica es la mas utilizada para
caracterizaciones de los venenos (Goncalves-Machado et al. 2016, Bregge-Silva et al.
2012, Gutiérrez et al. 2009). Otras modificaciones que se recomiendan realizar para obtener

identidades con mayor certeza son: un gel con mayor concentracion en el resolving gel,
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liofilizacion del veneno y/o purificacion con kit y realizar un andlisis con un kit que permita

la resolucion de proteinas de menor peso molecular.

A las metaloproteinasas en el veneno conocidas como SVMPs (snake venom
metalloproteinases en inglés (Oyama y Takahashi, 2017)) se les atribuye la actividad
hemorragica (Markland y Swenson, 2013; Arce-Estrada, et al. 2009), sin embargo algunas
presentan dicha actividad y otras no (Oyama y Takahashi, 2017). Estas toxinas ocasionan
la activacion de la protrombina, coagulacion de la sangre, activacion del factor X,
destruccion celular y formacion de coagulos (Markland y Swenson, 2013). A las
metaloproteinasas hemorragicas en los venenos se les atribuye la letalidad del veneno
hemotoxico (Oyama y Takahashi, 2017). La metaloproteinasa encontrada en el veneno de
B. aurifer es PII-SVMP. Estas metaloproteinasas se clasifican como PI, PIl y PIII
dependiendo de su tamafio y estructura (Oyama y Takahashi, 2017). En las muestras
analizadas, solamente en el individuo Ba0 se identifico aproximadamente la PI1I-SVMP
(Cuadro 5).

Todas las muestras presentaron una banda con identidad proteica aproximada a SVSP
(Cuadro 5), conocidas como snake venom serine proteinases en inglés (Oyama y
Takahashi, 2017). Estas acttan directamente en la cascada de coagulacion, especificamente
en el sistema fibrinolitico, formando coagulos, y en el sistema calicreina-cinina, impidiendo
la activacion del factor XII en la via intrinsica de la cascada de coagulacion y ademas, en
la formacion de plaquetas (Serrano 2013, Terra et al. 2009), por lo que es un factor clave

en el efecto hemorragico del veneno.

En el caso de LAO y/o PLB encontradas en el veneno de B. aurifer, se reportd la posible
identidad como ambos debido a que el peso molecular obtenido en el SDS-PAGE se acerca
a cualquiera de las dos proteinas. La L-amino oxidasa (LAO) ha demostrado inducir
edemas y hemorragias en estudios de efectos in vivo (Bregge-Silva et al. 2012). La
fosfolipasa B (PLB) causa hemolisis (Chatrah et al. 2010, Bernheimer et al. 1986). Una
proteina encontrada solamente en la muestra Ba4 fue PDE. Esta fosforodiesterasa es
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conocida por atacar acidos nucleicos como parte de la accion de los venenos (Mamillapallia
et al. 1998).

Se logré identificar la toxina AP en dos muestras. La amino peptidasa A (AP) elimina
selectivamente amino acidos terminales (Glu y Asp) de los péptidos. Esta toxina es comun
en venenos de las especies: Bothrops jararaca, Crotalus atrox y Trimeresurus flavoviridis
(Ogowa et al. 2007). Segun Pla et al. (2017) esta toxina solamente se encuentra en B.

aurifer y B. thalassinus entre las especies del género Bothriechis.

Existe cierta variedad entre la posible identidad proteica de las bandas del veneno entre
las diferentes muestras (cuadro 5). Las muestras de cautiverio, Ba0 y Ba4, son diferentes
entre si. En la muestra Ba0 se detect6 la banda de la proteina PII-SVMP y en la muestra
Ba4 se detecto la banda PDE. Como se menciond anteriormente, la técnica del SDS-PAGE
no resultd ser efectiva para conocer todas las proteinas presentes en el veneno de
Bothriechis aurifer, sin embargo se pueden analizar las diferencias en la presencia de
bandas de acuerdo a las caracteristicas de los individuos. En estudios con otras especies de
serpientes se ha encontrado variacion en la composicion del veneno a nivel geografico,
individual y ontogénico (Gibbs et al. 2009, Alape-Girdn et al. 2008). Esta variacion es una
evidencia de que la composicion del veneno se determina a un nivel genético (Alape-Giron
et al. 2008). Fisicamente, el individuo en cautiverio Ba4 presentaba rasgos diferentes que
los individuos encontrados en campo. Este individuo cuenta con una dieta regulada y
evaluaciones médicas continuas, por lo que se sabe que se encuentra con un buen estado de
salud y nutricion. Sin embargo, su coloracidn y estructura craneal parecen demostrar alguna
clase de deficiencia (anexo 50). Se sospecha que esto puede representar algin cambio en
la composicién del veneno, pero se recomiendan otros analisis para conocer la identidad

proteica de las muestras.

Otro factor que pudo influir en el andlisis de la identidad proteica es la antigliedad de
las muestras. Las muestras Ba 0 y Ba 1 pertenecen al afio 2016, mientras que el resto es del
2017. Existe la posibilidad que las toxinas se hayan degradado, incluso se incrementa dicha
posibilidad debido a un fallo en el congelador donde se guardaron las muestras, en donde
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se perdid la muestra Ba2, ya que se descongelaron las muestras por lo menos durante 24
horas sin haberlo notado.

Un caso interesante ocurrio entre las muestras del veneno de Ba6 y Ba8, que como se
describi6 con anterioridad, pertenecen a un mismo individuo capturado en dos fechas
diferentes. Como se puede observar en el Cuadro 5, la muestra 6 presentd una banda, de
identidad desconocida, méas que la muestra 8. Estas muestras fueron tomadas con menos de
un mes de diferencia, asi que probablemente la dieta no tenga efecto en la diferencia entre
la composicion del veneno de este individuo. Sin embargo, este individuo hembra fue
encontrado en cdpula el fin de semana cuando se realizé la extraccion del veneno. Debido

a ello, posiblemente exista algun tipo de efecto en el veneno.

A pesar de no haber determinado la DL so, se encontraron efectos del veneno en los
ratones inoculados. Se observo un efecto inmediato en la sangre al inocular el pool del
veneno de B. aurifer (Figuras 26 y 27). Se evidencia claramente la formacion de coagulos
desde el tiempo 0. Al realizar la diseccion de los ratones bajo la dosis de 50 pg/g y 300
pg/g (Figuras 23 y 24) también se evidencian edemas y hemorragias. El corazén de los
ratones inoculados bajo esta dosis también presento efectos evidentes en el dafio del tejido
cardiaco (Figura 25). La apariencia general, coloracién y fragilidad del tejido indican la

formacion de coagulos y necrosis en el tejido.

El hecho que los ratones no hayan fallecido con ninguna de las dosis estudiadas se puede
atribuir a la posible degradacion de compuestos proteicos en el veneno. Como se menciond
anteriormente, algunas muestras fueron extraidas hace un afio y pasaron por un incidente
de descongelacion. Ademas, las muestras fueron congeladas y descongeladas en las
ocasiones necesarias para realizar las diluciones y los ensayos por lo que estos cambios de
temperatura también pudieron afectar. Segun Munekiyo y Mackessy (1998), las muestras
de veneno son estables a ciclos de congelacidn y descongelacién, sin embargo la proteina
gue mas variacién presenta durante estos ciclos es la LAO. Las demas proteinas parecen
permanecer estables al variar la temperatura. En base a este estudio se hace la

recomendacion de mantener las muestras congeladas para futuros estudios. En un estudio
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realizado con conejos inoculados con el veneno de Vipera raddei demostr6 que a pesar de
inocular el veneno en el higado, rifiones, corazon, bazo y pulmones por via intramuscular,
los animales no presentaron cambios significativos en su comportamiento mas alla de
mobilidad reducida y ningan individuo fallecié (Aznaurian y Amiryan 2006). Esto puede
indicar otra razon por la cual la DLso no fue encontrada. Existen diferencias taxo-
especificas en la susceptibilidad a venenos y toxinas. Se han estudiado los venenos de
especies con sus presas principales demostrando asi una alta variacion en la DLsg
(Mackessy 2010).

Al analizar los cortes histologicos de los ratones inoculados se observéd dafio en los
rifiones, higado y en el corazon. Entre estos, los dafios méas severos y notorios se dieron en
el corazén. La degradacion del tejido cardiaco se empieza a evidenciar bajo la dosis de 5
Mg/g con la acumulacién de leucocitos, pues esta se desencadena por, entre otras causas,
inflamacion y hemorragias (Browder 2012) las cuales se observaron desde el sitio de
inoculacion del veneno. La formacion de coagulos en el corazon, denominada trombosis
(Rutherford 2006), fue evidente bajo la dosis de 50 pug/g (Figura 28). Debido a la apariencia
y estado fragil del corazon inoculado con la dosis de 300 pg/g (Figura 25), se puede decir

que el dafio a este rgano es mayor entre mas se aumenta la dosis.

El fallo renal ha sido citado por varios autores como la mayor complicacién y causa de
muerte en pacientes con accidente ofidico (Sangiorgio et al. 2008). Los efectos del veneno
en los rifiones fueron notorios desde la dosis de 5 pg/g (Figura 29). Los eritrocitos
glomerulares encontrados en esta dosis, demuestran hemorragias severas en el organismo.
El engrosamiento e hinchazdn sefialados en el tejido pueden ser antecedentes de rupturas
y/o necrosis en el 6rgano. Las células picnéticas también son un precedente a la necrosis
(Bergillos 2013). La pérdida de integridad epitelial encontrada bajo la dosis de 50 pg/g

demuestra una tendencia a fallo renal, posible en dosis més elevadas.

En el higado se encontraron hemorragias y necrosis (Figura 26). La elevada cantidad de
células binucleadas encontradas en el tejido se pueden deber a interferencias en la division

celular (Torres-Bugarin y Ramos-Ibarra 2013) o una reaccion celular al dafio hepatico (Al-
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Seeni et al. 2011). La apoptosis temprana, la congestion en las venas centrales o porta y la
degeneracion del contenido citoplasmico encontradas en la dosis de 5 pg/g son sintomas
previos a condiciones mas severas observadas en la siguiente dosis: areas necrotizadas y
hemorragias. Al igual que con los deméas drganos, existe un patron de aumento de la

intensidad de sintomas y &reas afectadas que parecen ser proporcionales a la dosis aplicada.

Segun lo observado, la induccion de apoptosis y dafio celular se atribuye a las I-amino
oxidasas, las metaloproteinasas encontradas en el veneno causan las hemorragias y
mionecrosis (Mackessy 2010) evidenciadas en los tejidos. La banda con mayor intensidad
encontrada por SDS-PAGE pertenece a SVSP, esta enzima proteolitica interactia con
componentes del sistema hemostatico y catalizan una amplia variedad de reacciones
involucradas en la cascada de coagulacién, ademas de dafio en células endoteliales y
plaquetas sanguineas (Mackessy 2010). La evidencia aqui presentada junto a la
identificacion de las proteinas, indica que el veneno de la serpiente gushnayera es

hemotoxico.

4. Actividad antibacteriana del veneno. A pesar de que la gentamicina presento
un mayor efecto inhibitorio que el veneno de Bothriechis aurifer sobre las cepas
bacterianas, se puede observar que el efecto de ambos tratamientos es muy similar en las
especies Staphylococcus epidermidis y S. aureus (Figura 20), y en general, se acerca mucho
al efecto inhibitorio de la gentamicina (Figura 21). Los efectos antibacterianos han sido
estudiados en venenos de viperidos anteriormente. En un estudio, se observo que el veneno
de dos especies de cascabel tenia efecto sobre bacterias gram-positivas pero poco o efecto
nulo en Bacillus subtilis, Escherichia coli y S. aureus (Stiles et al. 1991). Esto resulta
interesante pues con el veneno de la serpiente gushnayera, se nota una marcada diferencia
entre el efecto inhibitorio ante bacterias gram positivas y gram negativas (Figura 22),
siendo este mayor en las bacterias gram positivas. Bacillus subtilis es una especie de
bacteria gram positiva esporo-formadora (Stein 2005), a diferencia de S. epidermidis y S.
aureus que no lo son (Gill et al. 2005, Chambers 2001). El efecto nulo del veneno sobre B.
subtilis se puede deber a que la composicion de la formacion de las esporas impide la accion

de las toxinas sobre la bacteria. La diferencia entre la accion en bacterias gram positivas y
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gram negativas se puede deber a la conformacion de la pared celular de estas bacterias. Las
bacterias gram positivas carecen de una membrana externa y debido a ello, un bajo
contenido de lipidos y lipidoproteinas que protegen el interior de las bacterias (Bagnoli y

Rappuoli 2017). Por lo que es posible que el veneno pueda actuar con mayor facilidad.

Los compuestos antibacterianos presentes en el veneno de las serpientes pueden cumplir
con el rol de proteccion contra presas contaminadas con patdgenos dafiinos (Stiles 1991).
Una de los géneros bacterianos que mas afectan a las serpientes es Aeromonas (Jorge et al.
1997), sin embargo esta es una especie gram-negativa al igual que otras bacterias asociadas
con neumonia la cual es una enfermedad muy cominmente encontrada en serpientes
(Schmidt et al. 2013). A pesar de que el efecto fue leve (Figura 1), si se nota un efecto
antibacteriano en cepas gram negativas con el veneno de B. aurifer. Sin embargo, se
recomienda realizar antibiogramas con cepas bacterianas patogenas de vipéridos
neotropicales para evaluar el rol del efecto antibacteriano del veneno de la serpiente

gushnayera.

En un estudio se demostrd que entre méas intensa la coloracién amarilla del veneno,
mayor era el efecto antibacteriano en las cepas estudiadas. Esto se debe a que el color
amarillo del veneno se asocia con la L-amino oxidasa a la cual se le atribuye la mayoria de
la actividad antibacteriana (Blaylock 2000). Esta proteina fue encontrada en el veneno de

Bothriechis aurifer (Cuadro 5).

5. Mecanismo antidepredatorio contra aves. Se buscaba evaluar si el patron de
rombos negros en la serpiente gushnayera Bothriechis aurifer cumplen como un
mecanismo aposematico contra la depredacion de aves. Segun el Cuadro 6, el tratamiento
verde fue en donde se reportaron més individuos atacados y a su vez, donde se encontrd
una mayor cantidad de ataques totales. El tratamiento café fue obviado para los analisis
estadisticos debido a que este se utilizé para comprobar que las aves atacaban a los modelos
ya que existia la posibilidad de que el color verde de los otros tratamientos comprometeria

la visibilidad de los mismos, y por ende, no serian atacados. Sin embargo, cabe mencionar
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que se reportd un mayor numero de individuos y de ataques totales en café que en el

tratamiento con el patron Bothriechis.

Entre los modelos encontrados, se reportaron tres modelos con ataques de mamiferos
(Figura 32). Se distinguen de los ataques de aves debido al tamafio, patron repetitivo y
profundidad de la herida. Se sospecha que las marcas pudieron haber sido causados por un
roedor debido a que la forma de la herida parece coincidir con la de los incisivos de estos
organismos. Los incisivos de roedor son agudos Yy biselados, la mayoria carece de caninos
(Curtis y Schnek 2006). Debido a la posicién de los incisivos y a que no se encontro otro
tipo de marca de dentadura cercano a los patrones, se presume la identificacion del
mamifero. Una de las razones por las cuales pudieron ocurrir los ataques es debido al olor
de la plasticina utilizada que entre sus ingredientes presenta trigo y otros productos

naturales.

No se encontrd una diferencia en el nivel de actividad con respecto al numero de
individuos o ataques en los modelos basados en la ubicacion alto o bajo (Figura 19). Estos
sitios difieren en que “bajo” se encuentra cercano a un rio. En “alto” los modelos se
ubicaron en areas menos visitadas por el publico por lo que existia la posibilidad de que
hubiesen menos ataques, sin embargo no se encontré ningun efecto debido a la ubicacion.
La diferencia significativa entre el nimero de ataques totales entre patron Bothriechis y
verde es minima (Figura 33), sin embargo se sospecha que al aumentar el nimero de
individuos la diferencia si sea significativa, siendo los ataques menores en Bothriechis que

en verde.

Se encontrd diferencia significativa entre la cantidad de ataques en la cabeza entre los
tratamientos (Figura 34). A pesar de ello, se encontré que tanto en el patron Bothriechis
como en el verde, la cabeza fue mas atacada que la cola. Los vipéridos se caracterizan por
poseer una cabeza ancha de forma triangular (Berger 2007). Los modelos de plasticina no
poseian una forma triangular tan marcada como lo es en las cabezas de Bothriechis. Sin
embargo, las especies verdes encontradas en el sitio, Leptophis ahaetulla (Colubridae) y
Drymobius chloroticus (Colubridae) poseen cabezas alargadas sin la forma triangular de
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las viboras (Kohler 2003). Segun un estudio similar realizado por Rodrigues et al. (2016),
no se encontrd preferencia en ataques de la cabeza a pesar de que si se tenia la
diferenciacion triangular. Esto implica que mas que evitar la forma triangular de la cabeza
de Bothriechis, las aves evitan el patron negro, el cual es incluso mas marcado en la cabeza

que en el resto del cuerpo.



I11. CONCLUSIONES

La concentracion proteica promedio del veneno de Bothriechis aurifer es de
153,065.63 pg/mL.

La dosis letal media no fue determinada. Sin embargo, segun los efectos inmediatos
observados en la sangre durante el ensayo hemolitico, la apariencia del corazon tras
la dosis de veneno evaluadas, la ocurrencia de trombosis y la presencia de
hemotoxinas determinadas por el método SDS-PAGE; se sugiere que el 6rgano que

se ve mas afectado con el veneno de Bothriechis aurifer es el corazon.

Existe una diferencia significativa (x?=3.7247, p=0.0536, a=0.0500) entre el
numero de ataques por aves registrado en los modelos de plasticina con patron

dorsal negro inspirado en Bothriechis aurifer y los modelos de plasticina verde.

Existe un efecto antibacteriano del veneno de Bothriechis aurifer, con una
diferencia significativa entre las bacterias gram positivas y gram negativas
(x?=9.756, p=1.00, a=0.05), siendo el efecto inhibitorio mayor en las bacterias gram

positivas.
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IV. RECOMENDACIONES

Se recomienda liofilizar el veneno para preservar la integridad de la muestra y evitar
sesgos de contaminacion por otros fluidos como sangre o saliva de la especie. Se
recomienda realizar un andlisis HPLC para determinar la identidad proteica del veneno de
Bothriechis aurifer ya que el método de SDS-PAGE aqui presentado no resultd de gran
utilidad para definir la identidad de las proteinas correcta. Se recomienda realizar una
comparacion del efecto inhibitorio del veneno con los antibidticos a las cuales las cepas
estudiadas son susceptibles. Se recomienda ampliar el nimero de modelos de plasticina
para determinar la diferencia entre los picotazos encontrados bajo el patrén Bothriechis y

verde, ya que la tendencia sugiere que la significancia incrementara.
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VI. ANEXOS

Anexo 1. Se presenta el protocolo a seguir en caso de accidente por mordedura de la
serpiente gushnayera Bothriechis aurifer.

Primeros auxilios

El primer paso a seguir al ocurrir un accidente ofidico es mantener la calma y no actuar
apresuradamente. Se debe observar detalladamente la aparicion de los sintomas ya que
existe la posibilidad que en la mordedura, no se haya inoculado el veneno. Se debe evitar
que el paciente pierda el control. Se debe colocar en posicién de reposo. Cualquier
instrumento que genere presion o que apreiete al paciente (tales como cinchos, mochilas,
zapatos) deberan ser removidos o aflojados. Mantener una temperatura corporal adecuada.
No se debe aplicar torniquete, no se deben efectuar incisiones o cortaduras en el area
afectada, no se debe succionar o chupar el area, no cauterizar, no ingerir bebidas
alcohdlicas, no aplicar compresas con hielo y no se deben suministrar sustancias quimicas
ni extractos de plantas o animales.

El segundo paso indispensable es el tratamiento hospitalario y la utilizacion del suero
antiofidico para la neutralizacién del veneno, para el cual se utilizaran las recomendaciones
encontradas en el “Manual para la identificacion, prevencion y tratamiento de mordeduras
de serpientes venenosas en Centro América”, (paginas 95 a 114) el cual sera llevado al viaje
de campo y a las visitas a los diferentes herpetarios (Vasquez y Avendario 2009).

Los contactos de emergencia en caso de accidente ofidico en Coban son: Bomberos:
7952 1212 y el Hospital Nacional de Coban 7931 6333, ubicado a una hora de Ranchitos
del Quetzal. En la Ciudad de Guatemala se cuenta con Alerta Médica: 2493 1800/1711, y
el Hospital Sanatorio Nuestra Sefiora del Pilar: 2420 0000.
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Anexo 2. Se presenta la hoja de toma de datos para el registro visual de Bothriechis aurifer

silvestre en Ranchitos del Quetzal.

CODIGO;_ FECHA:
LCH COLORACION PRESENCIA LESIONES Sexo | NO. OBSERVACIONES
PARASITOS [#) COLMILLOS

Anexo 3. Se presenta el codigo a utilizar para la identificacion de los individuos de

Bothriechis aurifer muestreados.

CODIGO EJEMPLO: CZ0H
Origen:  Cautiverio - C
Silvestre - &
Localidad: Ranchitos del Quetzal - R
Biotopo del Quetzal - B
Zootropic-Z
Antigua Exotic - A

Nimero de individuo
SeN0: Hembra - H
Macho - M

Anexo 4. Receta de preparacion de reactivo de Bradford segin Promega (2009).

Reactivo Cantidad
Coomasie Blue 100 mg
Etanol 95% 50 mL

Acido fosforico 85% 100 mL

Agua destilada 1000 mL




Anexo 5. Estandar de Bradford segin Promega (2009).

Estandar H20 (uL) BSA (uL) Fuente

Concentracién final (ug/mL)

A 0

B 125
C 325
D 175
E 325
F 325
G 325
H 400
I 400

300

375

325

175

325

325

325

100

0

Stock BSA 2000

Stock BSA 1500

Stock BSA 1000
B 750
C 500
E 250
F 125
G 25
- 0

Anexo 6. Receta de buffer de Laemli y buffer de corrida.

Buffer de Laemli

Buffer de corrida

Reactivo Cantidad | Reactivo Cantidad
SDS 10% pH 7 3.2mL Tris-Base 39
Glicerol 1.88 mL | Glicina 144 g
2-mercaptoetanol 0.8 mL SDS 19

Azul de bromofenol 3.2 uL Agua destilada 1L

Tris HCI 2mL
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Anexo 7. Receta de preparacion de geles SDS-PAGE.

Resolving gel Stacking gel
Reactivo Cantidad Reactivo Cantidad
Agua ultrapura 4.1 mL Agua ultrapura 2.95 mL

TrisHCI1MpH8.8 247mL TrisHCIO.5MpH 6.8 1.25mL
Bis-acrilamida 30% 2.2 mL Bis-acrilamida 30% 0.56 mL
APS 10% 90 pL APS 10% 45 uL

TEMED 10 pL TEMED S5 ML
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Anexo 8. Preparacion de cepas bacterianas segin Global Quality (2017).

2. Procedimiento

Preparar bafio Mariaa 37 ¢C

Preparar 20 mL de medio de cultive v tenerlo listo, a
temperatura adecuada

Sacar el vial del congelador

| Intraducir la parte inferior (hasta la mitad) del vial por un
minuto en el bafio Maria

Limpiar el vial por afuera con etanol al 70% y colocar en
una campana de flujo laminar

Abrir el vial y utilizar una micropipeta para suspender y
dispersar las células

Transferir el contenido del vial a 20 mL de medio de
cultivo liquido utilizando una micropipeta.

Incubar a temperatura adecuada (dependiendo del
microorganisma) por 24 horas

Utilizar el cultivo para inocular placas

Figura 1: Diagrama de flujo del proceso para descongelamiento de una cepa

2.1. Descongelamiento del vial

Durante 1a criopreservacion, el rango de cambio de temperatura debe ser adecuado, para
evitar estrés adicionar causado por procedimientos muy lenfos. Generalmente es mas
conveniente realizar un procedimiento de descongelamiento rapido, para reducir la
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formacion de cristales de hielo potencialmente dafiinos cuando el vial esta parcialmente
descongelado.

Para obtener la mayor cantidad de células viables posibles, el descongelamiento de 1a cepa
debe realizarse lo mas rapido posible. Una vez el vial criogénico es sacado del congelador,
éste debe ser sumergido inmediatamente en un bafio Maria a 37 °C (hasta la mitad, sin
mntroducir 1a tapa) v alli adentro, debe ser agitado manualmente hasta que pase a un estado
liquido, en un tiempo no mayor a un nunuto.

Siempre debe utilizarse bata, lentes, v guantes durante 1a manipulacion del vial Para evitar
la transferencia de microorganismos vy contanunacion, €l vial debe ser sumergido en etanol
al 70% despues de salir del bafio Maria y antes de ser transferido a la campana de flujo
laminar.

Las células recién descongeladas son particularmente vulnerables a dafarse v deben ser
manejadas con cuidado. En este paso debe evitarse la centnifugacion.

2.2, Inicio de cultive v condiciones para su mantenimiento

Una vez el contenido del wial se ha descongelado, utihizar una micropipeta para resuspender
el cultivo v dispersar las células. Transferir 1 ml. que contiene el vial asépticamente a un
fubo o frasco que contenga de 10 mL del medio liquido recomendado para cada cepa. El
volumen del vial debe ser diluido por lo menes a 10x para minimizar 1a toxicidad que puede
resultar del criopreservante. Después debe Incubar el cultive a una temperatura y ambiente
apropiados por 24 horas. El periodo de incubacion vanara segun la cepa.

Cuadro 1: Requerimientos para el cultivo de cepas bacterianas

Temperatura
Cepa bacteriana Medio de cultivo liquido de
incubacion
Escherichia coli Caldo nutritivo o Caldo Tripticasa Soya 35°C
Pseudomonas aeruginosa Caldo Tripticasa Sova 35°C
Staphylococcus aureus Caldo Tripticasa Soya 35°C
Salmonella typhimurium Caldo nutritivo o Caldo Tnpticasa Soya 35°C
Clostridium sporogenes Medio Reforzado para Clostnidium 35°C
Bacillus subtilis Caldo Cerebro Corazon 30°C
Bordetella bronchiseptica Caldo nutritivo o Caldo Trpticasa Soya 35°C
Staphylococcus Caldo mubritivo o Caldo Triplicasa Soya 35 °C
epidermidis




Anexo 9. Codigo de colores para determinacién de dosis letal media en ratones.

Color Dosis No. raton  Codigo
1 1.1
2 2.1
Azul 3.75 ugl/g
3 3.1
C Cl1
1 1.2
2 2.2
5 pg/
Morado HO'S 3 3.2
C C.2
1 1.3
2 2.3
Amarillo 50 pg/g
3 3.3
C C3
1 1.4
2 2.4
Verde 300 pg/g
3 34
C C4

Anexo 10. Hoja de toma de datos para peso ratones.

95

DOSIS COLOR FECHA HORA INCIO
RATON PESO INICIAL (g) PESO FINAL (g) HORA DE MUERTE
1

2
3
C
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Anexo 11. Hoja de toma de datos para observacién primaria de ratones.

DOSIS COLOR FECHA, HORA INCIO

CODIGO INDIVIDUO

MIN. | ACTIVIDAD OBSERVACIONES
0

10

15

20

25

30

ACTIVIDADES: Ac — acicalamiento, En — posicion encorvada, Oe — ojos entrecerrados, Ai —
aislamiento de otros individuos, Ra —respiracion acelerada, Rl — respiracion lenta, Tm —temblores,
Co — convulsiones, 5a — salivacion, Le — letargo, Di — diarrea, Co — coma. |

Anexo 12. Hoja de toma de datos para ataques en modelos de plasticina.

Nimerao: Tratamiento: gy iC

Ubicacion:

Nimero de picotazos totales:

Db=ervaciones:
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Anexo 13. Carta de aprobacion de protocolo segin el Comité de Bioética de la Universidad

del Valle de Guatemala — CEUCA.

Comité de Etica, Uso y Cuidado animal de la
UVG VALLE Universidad del Valle de Guatemala

CEUCA - UVG

Investigadora Principal: Miguel Morales Estudiante tesista: Melissa Villatoro
Edificio y oficina: Departamento de Biologia
E-Mail: jmmorales@uvg edu_gt , melvcc@gmail.com
Teléfono: 5878 8534
Mimero de propuesta: 1-2017(4)
Guatemala, 2 de junio de 2017

Estimados investigadores,

Por este medio se hace constar que la propuesta del proyecto de investigacion titulado:
“Contribucion @ la carocterizacion de las proteinas del veneno de la serpiente gushnayera,
Bothriechis aurifer (Viperidoe)” ha sido revisado por miembros del comité de Etica, para el Uso y
Cuidado Animal de la Universidad Del Valle de Guatemala (CEUCA — UVG).

Los evaluadores han hecho revision del protocolo con el fin de asegurar el trato &tico y adecuado a
los animales gue seran utilizados para cumplir con los propositos de la investigacion. Se ha
determinado gue se cumple con los requisitos minimos necesarios, asi como también se ha
cumplido con los procedimientos, recomendaciones y lineamientos dados por el comité.

Por este medio se le informa que la propuesta de investigacion estd autorizada para llevarse a la
practica con animales tal v como se describe en el protocolo mencionado, por un afio a partir de la
fecha de la presente carta. 5¢ le que solicita que si hubiese necesidad de hacer modificaciones se
comunigue de nuevo con el comité para que dichas enmiendas sean evaluadas de manera que se
pueda garantizar que se cumple a cabalidad con los lineamientos del CEUCA-UVG.

Sin otro particular quedo a sus ordenes,

WMV Vanessa Granados B

Meédico Veterinario

Colegiado 997

CEUCA - UVG

Comité de Etica, Uso y Cuidado Animal
Universidad del Valle de Guatemala.
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Anexo 14. Carta de aprobacién de licencia de colecta por parte de CONAP.

"
o )
=
- a '
P Forma LI
.

CONSEJO NACIONAL DE AREAS PROTEGIDAS

CONAP ; !
PRESIDENCIA DE-LA REPUBLICA N 00343 <.B
GUATEMALA, C. A,

LICENCIA DE INVESTIGACION

No. 027/2016
Nombre: . Melisa Vilaloro Castaneda A No. Reg, HOVS-RM-002-2016
Naclonalidad: __ Guaemaleco Identificacion; ___ DP-2679804680101

Institucién: Universidad ded Valie de Guatemala

Si existe contrato administrativo que ampara esta Licencia, especificar referencia:

Titulo de la Investigacion: . “Cancliracin de 35 Proweinas del venono de | serpiente gushnayera,

Bomsechis aurifer (Viperdae)® r o : £ SREEY

Anexo 15. Observaciones de individuos muestreados en campo Yy en cautiverio.

No.

Cdédigo Fecha . Coloracién Ubicacion Clima  Observaciones
colmillos
BAOZH  cautiverio  normal normal - caluroso -
BAIMR  26/06/2016 2en normal P,alq cerca de . soleado -
derecha lamina en cocina

Sobre una planta
de hoja ancha

BA2HB  10/09/2016 normal clara (como caluroso a0 MUy poco
palmera/hay veneno
fotos para ID), a
100 cm del suelo
Escamas muy
separadas en
Nivel del suelo barbillas
negro muy .
BA3MB  10/09/2016 normal marcado reposando en una caluroso (fotografia,
rama segun Ariano: no
ha comido
mucho)
BA4MA  cautiverio  normal negromuy caluroso  Cabeza extrafia

marcado
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. No. iy L . .
Cddigo  Fecha X Coloracion Ubicacion Clima  Observaciones
colmillos
Muy poco
Nivel del suelo veneno, lesion en
BASHR  08/04/2017 normal colanegra  sobre hoja de caluroso costado derecho,
guarumo seca se iba de lado al
moverse
Lesion en
Sobre roca en la costado derecho,
BA6HR  14/04/2017 normal normal caluroso absceso del lado
poza de catarata S
izquierdo del
cuello
Sobre tronco
caido bajo hoja No extrajo
BA7HR  21/04/2017 normal normal 10 o) caluroso o
de guarumo en veneno, Anémica
poza
Absceso del lado
izquierdo del
A 5 metros en un neblina cuelloa7 cmde
BASHR  05/05/2017 normal normal arbol, en la poza la cabeza, golpe
cerrada
de la catarata lado derecho y
golpe lado
izquierdo
cola A 5 metros en un neblina
BA9MR  05/05/2017 normal . arbol, en la poza -
amarilla cerrada
de la catarata
Encontrada en cuatro lesiones
ultima poza, en el cuerpo,
BA1OHR 28/07/2017 normal normal P caluroso P
reponsando en el COmMOo mascones
piso (hay fotografias)

Anexo 16. Caso de serpiente anémica.

El 21 de abril del 2017, se encontr6 una hembra bajo una hoja de guarumo sobre un

tronco caido en la poza del Parque Ecologico Gucumatz — Ranchitos del Quetzal (Figura

31). Fue encontrada a las 10:09 pm, minutos antes de liberar al individuo previo, Ba6HR.

Estaba inactiva. Se capturo y prosigui6 la metodologia normal con los demas individuos.
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FIGURA 35. Ba7HR encontrada debajo de hoja de guarumo.

Al medirla, se registro un LHC de 54.0 cm, LC de 11.0 y LT de 65.0 cm. Se encontraba
muy delgada. La toma de muestra se realizd el 23 de abril del 2017. Al intentar extraer
veneno, no se obtuvo muestra. Se esperaron unos minutos y se masajed de nuevo, sin
obtener muestra. Debido a que se encontraba muy delgada, se contaba con el terrario y la
disponibilidad de Juan Pablo Pinto para alimentarla, se tomé la decision de dejarla durante
15 dias en el terrario. Se le dio agua limpia diariamente y durante el transcurso de este
tiempo, se aliment6 de cuatro Norops cobanensis. Al regresar y realizar la extraccion, no
se obtuvo muestra nuevamente. Se llamé a Danny Mazariegos quien, segun los sintomas
observados: encillas blancuzcas, muy delgada, inactiva y sin veneno, determind que era
anémica. Estos sintomas concuerdan con los sintomas de anemia en reptiles reportados por
Saggesse (2009). Se dio la recomendaciéon por dicho experto, de llevarla al centro de rescate
y recuperacién en Antigua Exotic, sin embargo, no se contaba con las licencias ni
autorizacion por parte del parque para extraerla del sitio. Debido a ello, se decidid liberarla,

momento en el cual ya se encontraba més activa que en la noche cuando fue encontrada.



101

FIGURA 36. Ba7HR previo a ser liberada.

(Fotografia por: Andrés Novales-Aguirrezabal)

Anexo 17. Recaptura de Baé.

Las fotografias de los individuos marcados como Ba6 y Ba9 presentaron un 46% de
alineamiento entre sus patrones, segun el software FotoSpottr. Sin embargo, debido a sus
lesiones, tamafio y aspecto general se conocia que esta serpiente fue recaptura. Se realizd

una confirmacion visual basado en el patron negro de la cabeza presentado a continuacion.
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Las caracteristicas distintivas, ademas del patron negro de la cabeza son: lesion en

costado derecho,

similar a una cicatriz; absceso en lado izquierdo a 7 cm del cuello, golpe

en lado izquierdo del cuerpo. LHC: 68 cm, LC: 15 cm, TL: 80 cm.

FIGURA 38. Patron de manchas negras en la cabeza de Ba6 y Ba8.

FIGURA 39
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Anexo 18. Copula de Ba8 y Bao.

En la noche del 5 de mayo de 2017, a las 7:30 p.m. encontramos una pareja de B. aurifer
en copulaen lo alto de un arbol, de una altura aproximada de 5 metros. El arbol se localizaba
en la poza previamente descrita en el Parque Ecol6gico Gucumatz — Ranchitos del Quetzal.
El primer investigador en observarlas, Alejandro Marmol las encontr6 a las 7:30 p.m.
Luego las observe a las 8:30 p.m. No habian cambiado de posicion, por lo que se tomo la
decision de bajarlas, a las 9 p.m. Debido a la distancia, niebla intensa y poca iluminacion
no se pudo observar el comportamiento durante la copula. Sin embargo, al liberar a los
individuos a las 12:40 p.m a los dos dias de encontrarlas, se observo nuevamente un intento
de copula. A las 12:42 p.m el macho se acercé a la hembra desde la cola y se posiciond
sobre ella, enrollando su cuerpo sobre el de la hembra. Luego, empezaron a entrelazar la
ambas colas. La hembra formé un arco entre la punta de la cola y la cloaca a la 1:00 p.m.
Ambos permanecieron en esta posicion durante 30 minutos. A la 1:35 p.m, la hembra
empez0 a inflar su cuerpo y garganta. El macho se movi6 a una rama mas alta y la hembra
se movid en otra direccion, lejos del macho. La secuencia de la actividad observada se

encuentra en las fotografias presentadas a continuacion.

FIGURA 40. Cépula de Ba8 y Ba9

(Fotografias por Cristina Arrivillaga y Melissa Villatoro-Castafieda)
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FIGURA 41. Colas de juveniles encontrados.
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Anexo 19. Informacién de individuos no examinados.

Debido a la dificultad de encontrar a estos individuos y a la disponibilidad de Edna
Alvarez y Juan Pablo Pinto de ayudar con el presente estudio, se contaba con el personal
del parque para avisar en caso avistaran una serpiente. EI 08 de agosto del 2017, se encontrd
una B. aurifer adulta a las 5:00 pm. La temperatura era de 21.28°C, con un 86% de humedad
y la luna estaba en fase llena. Aparte, se encontré un individuo de un tamafio muy pequefio
de aproximadamente 20 cm de longitud el 12 de marzo de 2017 en el Biotopo del Quetzal.
Esta no fue manipulada ni movida del sitio donde fue encontrada pues era demasiado
pequefia para su manipulacion. Se encontr6 a la 1:00 am en fase lunar llena. A continuacién

se presenta una imagen de la misma, haciendo énfasis en la cola negra.

FIGURA 44. Bothriechis aurifer juvenil encontrada en Biotopo del Quetzal.

(Fotografia por Andrés Novales-Aguirrezabal)

Anexo 20. Curva de calibracién para cuantificacién proteica de los venenos.

Curva de calibracidon con estandares de BSA Promega
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Anexo 21. Absorbancias reportadas en muestras de cascabel, mano de piedra y gushnayera.

Absorbancia (595 nm) ! pg/:nL
[] pg/mL rea
dilucién
Especie Muestra 1 2 3 Prom. x25 0 x50
A 0.381 0.381 0.381 0.381 3495.00 87375.00
B 0.420 0.376 0.389 0.395 3635.00 90875.00
) C 0.404 0.397 0.402 0.401 3695.00 92375.00
Crotalus simus
G 0.362 0.340 0.354 0.352 3861.67 96541.67
H 0.361 0.371 0.367 0.366 4111.67 102791.67
I 0.418 0.413 0.412 0.414 3591.67 89791.67
J 0.344 0.349 0.362 0.352 3205.00 160250.00
K 0.290 0.312 0.310 0.304 3348.33 167416.67
Atropoides L 0.361 0.377 0.384 0.374 3828.33  191416.67
mexicanus
D 0.422 0.407 0.424 0.418 3201.67  160083.33
E 0.458 0.430 0.440 0.443 2725.00 136250.00
F 0.392 0.387 0.393 0.391 3425.00 171250.00
0 0.384 0.369 0.417 0.390 3585.00 179250.00
0+ 0.400 0.370 0.361 0.377 3455.00 172750.00
Bothriechis aurifer 1 0.346 0338 0.340 0.341 3008.33  154916.67
1+ 0.337 0.319 0.329 0.328 2968.33 148416.67
3

0.373 0.357 0.370 0.367 3351.67  167583.33



3+

4+

6+

8+

o+

10

10+

0.290

0.372

0.333

0.272

0.363

0.403

0.263

0.367

0.333

0.387

0.035

0.309

0.372

0.320

0.270

0.355

0.402

0.263

0.358

0.308

0.381

0.354

0.305

0.376

0.322

0.265

0.339

0.415

0.267

0.350

0.314

0.379

0.354

0.301

0.373

0.325

0.269

0.352

0.407

0.264

0.358

0.318

0.382

0.248

2698.33

3418.33

2935.00

2375.00

3208.33

3751.67

2328.33

3268.33

2868.33

3508.33

2162.67
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134916.67

170916.67

146750.00

118750.00

160416.67

187583.33

116416.67

163416.67

143416.67

175416.67

108133.33

Anexo 22. Gel de proteinas SDS-PAGE de muestras de veneno de B. aurifer.
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Anexo 23. Curva de calibracion para peso molecular de gel 1.

270
[
o 135
u
0 . . . . . . ] i -
0 0.09 0149 0.28 0.38 0.47 0.57 0.66 0.76 0.85 0.95

Rf

Infy) = -3.7400131 * ¥ + 5.767753
RZ = 0864

Anexo 24. Curva de calibracion para peso molecular de gel 2.

I
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Rf

y = 323.75995 * e-2 821518 % %) 4 24 320307
RZ = 0.994

Anexo 25. Halos de inhibicion obtenidos por el veneno y gentamicida en seis cepas

bacterianas.

Halos de inhibicion (mm)

Cepa bacteriana

Réplica A C D E
1 16.1 16.2 18.6 17.4
Staphylococcus aureus 2 16.0 17.0 17.3 15.6
3 19.2 18.8 18.2 17.2
1 8.9 0.0 17.5 8.0
Escherichia coli 2 7.7 7.6 18.3 8.1
3 9.3 7.6 16.7 8.0
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Halos de inhibicion (mm)

Cepa bacteriana

Réplica A C D E
1 9.1 9.2 134 9.1
Pseudomonas aeruginosa 2 9.1 9.0 12.3 9.5
3 8.1 8.1 12.4 8.7
1 9.8 10.0 17.0 10.6
Salmonella typhimurium 2 9.2 9.2 17.0 9.3
3 9.5 10.1 19.1 104
1 14.5 14.0 20.6 155
5575’%‘13?50“5 2 166 15.4 20.9 145
3 154 13.8 20.3 16.2
1 0.0 0.0 19.3 0.0
Bacillus subtilis 2 0.0 0.0 234 0.0
3 0.0 0.0 194 0.0

Anexo 26. Halos de inhibicidn observados en Staphylococcus aureus.
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Anexo 27. Halos de inhibicién observados en Escherichia coli.
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Anexo 29. Halos de inhibicion observados en Salmonella typhimurium.

Anexo 30. Halos de inhibicion observados en Staphylococcus epidermidis.
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Anexo 31. Halos de inhibicién observados en Bacillus subtilis.

Anexo 32. Registro de actividad de ratones inoculados con 3.75 ug/g.

DOSIS 5 ug/g
25 de septiembre
FECHA 2017
HORA INICIO 9:17 a. m.
CODIGO Control 1 1.1 2.1 3.1
Hora
inoculacion 9:17a.m. 9:24a.m. 9:32a.m. 9:40
Peso (g) 26 28 27 23
Min. Actividad
0 normal normal normal normal
5 normal normal normal normal
10 normal normal normal normal
acicalando
15 normal normal normal herida
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20 normal normal normal normal
acicalando
25 acicalandose normal herida normal
30 acicalandose normal normal normal
Hora Actividad

11:00 a. m. Dormida normal normal normal
Inactiva, respiracion quieta, quieta,
12:00 p. m. Acicalandose acelerada encorvada encorvada
1:00 p. m. Inactiva normal inactiva inactiva
2:00 p. m. Dormida dormida dormida dormida
3:00 p. m. Dormida tomando agua inactiva dormida

Observaciones generales Se determind como un comportamiento normal: olfateando y

observando sus alrededores, activas.

Anexo 33. Registro de actividad de ratones inoculados con 5 pg/g.

DOSIS 5 ug/g
03 de octubre

FECHA 2017
HORA INICIO 12:16 p. m.
CcODIGO Control 2 1.2 2.2 3.2
Hora inoculacién 12:31 p. m. 12:26 p. m. 12:29 p. m. 12:33
Peso (g) 27 27 24 27
Min. Actividad

0 inactiva inactiva inactiva inactiva

5 Acicalamiento normal normal normal
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10 normal normal acicalamiento acicalamiento
15 Acicalamiento normal normal normal
20 Acicalamiento acicalando herida acicalando herida acicalando herida
25 normal normal acicalamiento acicalamiento
30 Acicalamiento acicalamiento normal normal
Hora Actividad
2:00 p. m. Dormida Dormida Dormida Dormida
3:00 p. m. Dormida Dormida Dormida Inmovil
4:00 p. m. Dormida Dormida Dormida Dormida
5:00 p. m. Dormida Dormida Dormida Dormida
Observaciones generales Se determind como un comportamiento normal: olfateando y
observando sus alrededores, activas.

Anexo 34. Registro de actividad de ratones inoculados con 50 pg/g.

DOSIS 50 ug/g
FECHA 10 de octubre 2017
HORA INICIO 9:26 a. m.
cODIGO Control 3 1.3 2.3 3.3
Hora inoculacion 9:28 a. m. 9:32a.m. 9:38 a. m. 9:46
Peso (g) 27 28 27 26
Min. Actividad

0 normal normal normal normal
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5 normal acicalando herida normal normal
10 normal acicalando herida normal acicalando herida
15 normal acicalando herida acicalando herida normal voc. Ex.
20 normal acicalando herida normal normal
25 normal normal normal acicalamiento
30 normal normal voc. Ex. normal normal
Hora Actividad

11:14 a. m. dormida dormida dormida dormida
12:03 p. m. dormida dormida dormida dormida
1:00 p. m. dormida dormida dormida dormida
2:00 p. m. dormida dormida dormida dormida
3:00 p. m. dormida dormida dormida dormida

Observaciones generales Se determindé como comportamiento normal: olfateando y

observando sus alrededores, activas. Voc.Ex significa vocalizacion extraia.

Anexo 35. Registro de actividad de ratones inoculados con 300 pg/g.

DOSIS 300 ug/g
17 de octubre
FECHA 2017
HORA INICIO 7:52 a.m.
CcODIGO Control 4 1.4 2.4 3.4
Hora
inoculacion 7:58 a. m. 8:04 a. m. 8:03a.m. 8:01
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Peso (g) 25 26 27 28

Min. Actividad
0 normal normal acicalando herida normal

ojos

5 normal acicalando herida entrecerrados normal
0jos
10 normal inactiva normal entrecerrados
15 normal inactiva normal inactiva
20 normal normal normal normal
25 normal normal normal normal
30 normal normal normal normal

Hora Actividad
9:15a. m. normal normal normal normal
10:15a. m. dormida dormida dormida dormida

0jos
11:15a. m. dormida entrecerrados dormida dormida
12:15 p. m. dormida normal dormida dormida
1:15a. m. dormida dormida normal dormida
Observaciones generales Se determind como comportamiento normal: olfateando y
observando sus alrededores, activas. Al control no se le inoculé PBS por estar muy delgada, no
se logrd jalar pellejo para inocular.
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Anexo 36. Efectos del veneno en higado de raton bajo la dosis de 3.75 ug/g.

; Sangre
Signos de .. ‘s A
apoptésis (congestion) en % Degtem_a‘;acmn del Células Areas con p Hemorragias
temprana venas central yfo ¢ contenido binucleadas necrosis

vena porta citoplasmico
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Anexo 37. Efectos del veneno en corazdn de raton bajo la dosis de 3.75 ug/g.

* Hemolisis

Acumulacion N
+ Necrosis leve ’ leve de A Df.'grad.acmn
leucocitos miofibrilar
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Anexo 38. Efectos del veneno en rifiones de ratén bajo la dosis de 3.75 pg/g.

<> Células picnéticas O Ruptura
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Anexo 39. Efectos del veneno en higado de raton bajo la dosis de 5 pg/g.

Sangre

Signos de L.
i6 Deg del . i
T tosi (congestion) en eneracion Células Areas con i
apoptosis E> venas central ylo % contenido oS as , e Hemorragias

temprana vena porta citoplasmico



121

Anexo 40. Efectos del veneno en corazon de ratén bajo la dosis de 5 pg/g.

Acumulacion -
+ Necrosis leve OTrombosis ? leve de A Dl_!grad_acmn
leucocitos miofibrilar
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Anexo 41. Efectos del veneno en rifiones de ratdn bajo la dosis de 5 ug/g.

i Ruptura . .
Borde Células ﬁ , E>Engrosam|entor Eritrocitos | Areas con i
: . o de tubo : . Area
* discontinuo picnéticas Necrosmo proximal hinchazén glomerulares | hemorragias D desconocida
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Anexo 42. Efectos del veneno en higado de raton bajo la dosis de 50 ug/g.

Signos de Sangre _
apoptosis (congestion) en Bordes Células Areas con p Hemorragias
temprana venas central y/o irregulares binucleadas necrosis

vena porta
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Anexo 43. Efectos del veneno en corazon de ratén bajo la dosis de 50 pg/g.

Acumulacién .. ’ Separacion
+ Necrosis leve Trombosis ’ leve de A Degradacion * Hemoblisis \ ’ miofibrilar del
miofibrilar

leucocitos miocardio
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Anexo 44. Efectos del veneno en rifiones de ratdn bajo la dosis de 50 pg/g.

Células . Congestion Engrosamiento/ Eritrocitos
picnoticas AN“"}S'S glomerular ﬁhinchazén Ruptura glomerulares
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Anexo 45. Medidas ataques modelos de plasticina.

No Color Ataque coLrJS(i)(:rZ(I:igzr:n) Largo (mm)
66 B 1 23.5 4.5
68 B 1 1.3 2.1
2 7 2.3
5 B 1 1 2.2
2 1.5 3.2
3 4 5.6
53 B 1 15 2.2
2 21 4
59 B 1 5.7 5.4
20 B 1 5 5.9
2 12 7.2
3 22 5.9
23 B 1 2.7 3.6
2 6 3.1
29 B 1 0 1.7
2 3.3 2.7
3 8 6.1
4 17 1
32 B 1 21.5 2.3
76 B 1 2 3.6
89 1 2 4
2 4 1.7




14 1 0 2.6
2 2.5 9.9
8 1 2 4.6
2 2 4.7
11 1 0 3.1
26 1 2 2.5
75 1 11.5 4.3
77 1 10.7 2.5
2 9.5 2.8
81 1 5.5 6.2
2 10.1 4
86 1 4.9 3.4
2 5.3 4.4
3 22 4.3
31 1 15 1.7
42 1 0.9 4.1
2 3.2 4.5
12 1 7.5 3.6
2 7.5 5
3 7.5 5.9
4 19.7 2.5
5 19.7 2.8
15 1 2 9.2
47 1 20 3.5
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21 2.2
55 9 3
12.8 4.2
20.5 3.3
22 3.6
58 2 2.2
19.8 4.6
19 13 2.7
14.3 2.5
25 19 1
18 2.9
35 3.5 1.8
62 1 3.3
1.4 4.5
2.3 2.7
2.5 4.6
3 4.1
3.1 4.1
3.2 3.5
7 4
2 0.5 6.6
38 1.8 9.2
7 5.9
13.5 4.3




30 1 1.6 5.2
2 1 3.4
84 1 12 2.4
37 1 14 3.5
41 1 3 3.5
2 3 4.1
10 1 1.5 2
2 1.5 3.5
3 1.5 4.2
4 1.5 5.7
5 10 3.4
46 1 0.5 3.9
2 1.3 11.9
3 1.3 4.6
4 5.5 3.2
5 9.5 9.2
52 1 2.3 3.1
20 4.3
21 1 3.5 3.3
27 1 1.5 4.2
2 2 4.2
64 1 8 3.6
2 12 4
3 155 5.6
73 1 1 1
2 3.5 1.8
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3 4.3 4.1
71 1 6 3.4
78 1 0 4
2 9.5 7.2
80 1 3.5 3.3
2 3.6 3.3
82 1 1.5 2.8
2 9 4.8
3 22 18.5
4 22 3.7
5 22 4.9
3 1 1 4.9
2 1.3 3.4
3 7.5 2.9
40 1 1.5 6.5
2 1.5 4.9
3 1.5 3.6
4 1.5 6.3
48 1 1.5 3.3
2 2 2.7
45 1 0.5 8.2
13 1 1 4.3
2 5.9
2 4 3.4
5 4.7
22 1 0 3.4
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24V 1 0 3.7
2 6.2

2 7.5 3.1

3 12.5 3.1

Anexo 46. Ataques registrados en modelos de plasticina verde.

ﬁ_"ﬂ—ﬁ

.!!—qﬁ—
e e Y 5
G ey ot

Anexo 47. A taques registrados en los modelos de plasticina con patron Bothriechis aurifer.
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Anexo 48. Diferencias en la coloraciéon del veneno de Bothriechis aurifer.

Ba0 Bal Ba3 Ba4 Ba6 Ba8 Ba%9 Ba10

Anexo 49. Poza en Parque Ecologico Gucumatz — Ranchitos del Quetzal en donde fueron
encontrados la mayoria de individuos.
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Anexo 50. Ba 4 muestreado en cautiverio.

Anexo 51. Pardmetros fisicoquimicos del agua de la poza donde fueron encontrados la
mayoria de individuos.

1 2 3 Promedio Poza
Caudal m¥/s 0.69 0.94 0.65  0.76+0.16 -
Temperatura (°C) 16.77+0.05  17.93+021 18.07+0.11  17.35+0.58 16.90
Oxigeno disuelto (%0) 36.03x142 806.47+x1.52 84.97x042 | 86.252022 84.30
g;'g‘:i‘:::;‘:g‘g‘) de 8414014  8.10+009  7.99+003  8.26+0.16 8.15 g{g}g‘lem
Conductividad (uS) 54.67+0.15  56.13x1.77 52.07x217 55.40+0.73 42.50 Regular
Salinidad (uS) 64.87+0.15 65.13+1.70  59.50+231 65+0.13 50.03 Pobre
Nitrato (ng/L) 0.57+081  1.57+038  0.67+091  1.07+0.50 230
Nitrito (mg/L) 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Fosfato (mg/L) 047029  0.92+032  0.00:010  0.70+022 0.39
Sulfato (mg/L) 0.67+1.15 3.00+3.00 0.00 1.83+1.17 0.00

Se obtuvo el promedio de los tres puntos por transecto y el promedio de los tres transectos para determinar el estado general
del rio dentro del parque. Por aparte. se presentan los datos medidos en una poza estacional ubicada dentro del sendero que
lleva al rio dentro del parque.
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