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Resumen

La evaluacion del perfil de leucocitos como biomarcador hematoldgico en las poblaciones de anfibios es cada vez
mas comun en estudios ecologicos en especies amenazadas o en declive. En este estudio evaluamos y comparamos
el perfil de leucocitos y el indice neutréfilos/linfocitos (N/L) en frotis de sangre periférica de Ambystoma ordinarium
en 3 tipos de habitats: conservados, urbanizados y agricolas. Consideramos al perfil leucocitario como un endpoint
inmunoldgico, ya que nos puede proporcionar informacion sobre la respuesta inmunologica del organismo. De acuerdo
con los resultados encontrados, en los individuos de 4. ordinarium de los sitios urbanizados y agricolas se detectaron
aumentos en las proporciones de eosindfilos, baséfilos y monocitos, y una disminucién en las proporciones de
linfocitos. Asimismo, en los individuos de los sitios urbanizados y agricolas se detectaron aumentos en el nimero de
neutrofilos banda, ademads se reporta por primera vez el hallazgo de células plasmaticas en la sangre de esta especie. En
general, los perfiles de leucocitos de los individuos de 4. ordinarium en los sitios urbanizados y agricolas observados
en este estudio, podrian interpretarse como respuestas fisiologicas a la perturbacion ambiental.
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Achoque michoacano
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Abstract

Assessing the leukocyte profile as a hematological biomarker is now frequently used in ecological studies

of threatened or declining species. In this study, we evaluated and compared leukocytes profile and neutrophils/

lymphocytes (N/L) ratio in peripheral blood smears of the salamander Ambystoma ordinarium in 3 types of habitats:

urbanized, agricultural, and conserved. We considered leukocyte profiles as an immunological endpoint, since it can

provide information about the immunological response. Results indicated that 4. ordinarium individuals from the

urbanized and agricultural sites presented higher proportions of neutrophils, eosinophils, basophils and monocytes

and a decrease in the proportions of lymphocytes. Agricultural habitats presented higher N/L ratios. Likewise, in the

individuals of urbanized and agricultural sites an increase was registered in the number of neutrophils with a band

nucleus, in addition, the finding of plasma cells in the blood of this species is reported for the first time. In general,

leukocyte profiles of 4. ordinarium individuals in urbanized and agricultural sites observed in this study suggest that

these profiles can be interpreted as physiological responses to environmental disturbance.

Keywords: Disturbed habitats; Immune response; N/L ratio; Band neutrophils; Plasma cells; Achoque michoacano

Introduccion

En la actualidad, una de las preocupaciones mas
importantes en la conservacion de vida silvestre es la
pérdida y disminucion global de las especies de anfibios
(Alvarado, 2021). Los cambios en los habitats asociados
a las actividades antropogénicas y las enfermedades
infecciosas representan las principales amenazas (Wake
y Vredenburg, 2008). Sin embargo, cientificos en todo
el mundo, consideran que no existe una sola causa
potencial, sino que éstos y otros factores pueden actuar
mediante sinergias contribuyendo en la disminucion de sus
poblaciones (Lips et al., 2005; Stuart et al., 2004).

Los anfibios, pueden ser mas vulnerables a los
cambios en sus habitats en comparacion con el resto de
los vertebrados, por 2 razones principales: poseen una
piel delgada y porosa que es permeable al agua, y son
organismos ectotermos, por lo que dependen de su entorno
para conservar su temperatura (Duellman y Trueb, 1994).
Por estos motivos, la evaluacion del estado de salud de
las poblaciones de anfibios es cada vez mas comun en
estudios ecologicos en especies amenazadas o en declive
(Barriga-Vallejo et al., 2015; Das y Mahapatra, 2014;
Shutler y Marcogliese, 2011). Los perfiles de leucocitos
han sido evaluados con mayor frecuencia porque
proporcionan informacion sobre el estado inmunolégico
y permiten detectar cambios fisiologicos y patologicos
tempranos en los individuos, sobretodo, estudios recientes
han comenzado a incorporarlos como biomarcadores para
evaluar la salud de los individuos y de su ambiente (Barni
et al., 2007; Cabagna et al., 2005; Davis et al., 2010;
Salinas et al., 2015, 2019).

Los leucocitos (linfocitos, neutrofilos, eosinofilos,
basoéfilos y monocitos) son células sanguineas que forman
parte del sistema inmunitario, desempefiando funciones
cruciales en la defensa contra infecciones y enfermedades

(Thrall, 2004). De esta forma, los leucocitos en sangre
pueden aumentar rapidamente en una infeccion, por
ejemplo,aumentos en las proporciones de eosinofilos se han
asociado con infecciones parasitarias (Davis y Golladay,
2019; Ramirez-Hernandez et al., 2019) y en evidencia
reciente, se han reportado aumentos en las frecuencias
de linfocitos maduros e inmaduros (Salinas et al.,
2019). El perfil de leucocitos también ha sido evaluado
con éxito como indicador de estrés en poblaciones en
ambientes perturbados y alteraciones morfolégicas como
el aumento de neutrofilos sin segmentacion nuclear se han
relacionado con ambientes contaminados con desechos
urbanos y agricolas (Barni et al., 2007; Cabagna et al.,
2005; Ramirez-Hernandez et al., 2019; Romanova y
Romanova, 2003).

En México, habitan 14 especies del género Ambystoma
(Ramirez-Bautista et al., 2023) y se ha estudiado el perfil
de leucocitos en algunas especies como biomarcador
de inflamacion y estrés asociado a perturbaciones
antropogénicas (Barriga-Vallejo et al., 2015; Ramirez-
Hernandezetal.,2019). Lasalamandra de arroyo Ambystoma
ordinarium se distribuye en el noreste de Michoacéan y se
encuentra catalogada como en peligro de extincion por la
TUCN (2024), y como especie protegida por el gobierno de
Meéxico (Semarnat, 2010). Particularmente, en varios sitios
del area de distribucion de esta especie existe un fuerte
impacto sobre los arroyos que habita debido a presiones de
urbanizacion, actividades agricolasy ganaderas (Soto-Rojas,
2012). Considerando el contexto en el que se encuentra esta
especie, es importante monitorear sus poblaciones, sobre
todo las que estan sujetas a la continua perturbacion de sus
habitats. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar
y comparar los perfiles de leucocitos como biomarcador
hematologico en poblaciones de A. ordinarium de habitats
con diferentes grados de perturbacion: conservados,
urbanizados y agricolas.
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Materiales y métodos

Se realizaron 2 visitas, la primera en noviembre de
2020 y la segunda en marzo de 2021 a 9 sitios con arroyos
habitados por 4. ordinarium con diferentes grados de
perturbacion en Michoacan (fig. 1). Los sitios 1, 2 y 3
se encuentran en zonas conservadas en los municipios
de Charo, Morelia y Zinapecuaro. En estos sitios, la
vegetacion esta representada por bosque de pino y pino-
encino y no se encuentran afectados por la urbanizacion,
cultivos ni zonas de pastoreo.

Los sitios 4, 5 y 6 son urbanizados y se localizan
en la Ciudad de Morelia, la cual tiene una extension de
1,333 km? y presenta mas de 500,000 habitantes (Magafia-
Martinez y Reyes Camacho, 2012; tabla 1, fig. 1). Cada
sitio se encuentra a una distancia minima de 3 km uno con
respecto a otro, por lo que corresponden a 3 poblaciones
independientes de acuerdo a la poca vagilidad de la
especie reportada por Montes-Calderon et al. (2011). Se
consideraron los sitios como perturbados debido a: /) la
presencia de construcciones urbanas (Lopez- Granados
et al., 2008; Magafia-Martinez y Reyes Camacho, 2012),
2) el vertimiento de aguas contaminadas con fertilizantes y
pesticidas (Lopez- Granados etal., 2008) y 3) se encuentran
a menos de 1 km de avenidas principales de la ciudad de
Morelia (Téllez-Ramirez, 2012).

Los sitios 7, 8 y 9 se encuentran en zonas agricolas en
los municipios de Queréndaro, Indaparapeo y Zinapécuaro
(fig. 1). Estos sitios presentan arroyos permanentes con
escasa vegetacion riberefia y se consideran perturbados
porque durante el muestreo de este estudio, estaban

rodeados de cultivos de maiz y potreros, y no presentaban
vegetacion de bosque de pino y pino-encino.

En cada arroyo se realizo una busqueda intensiva
de los ejemplares mediante la técnica de inspeccion por
encuentro visual (VES) (Crump y Scott, 1994). Una
vez localizados, se capturaron con red de mano y se
colocaron en recipientes con agua de su medio para evitar
su desecacion. Inmediatamente, en el sitio de colecta, se
manipul6 a cada ejemplar con guantes estériles y se obtuvo
una gota de sangre periférica de un pequefio corte de una
de las branquias, llevando a cabo el procedimiento sin
sacrificar a los individuos. La gota de sangre se coloco en
el extremo de un portaobjetos limpio y con ayuda de un
segundo, el cual se colocd en un angulo de 45° por delante
de la gota, se lo hizo retroceder hasta tocar la gota, luego se
desliz6 ejerciendo una presion suave y firme hacia delante.
Cada frotis sanguineo se seco a temperatura ambiente por 3
min y se fijo con metanol. Al final del procedimiento todos
los organismos se liberaron en sus respectivos arroyos de
origen. El manejo de las salamandras y las muestras se
realizo con el permiso de colecta cientifica nimero SGPA/
DGVS/13339/19 otorgado por la Semarnat.

Los frotis sanguineos fueron llevados al laboratorio de
Parasitologia de la Universidad Michoacana de San Nicolas
de Hidalgo (UMSNH) y se cubrieron con el colorante
no diluido de Wright, dejandose reposar durante 5 min.
Posteriormente, se les agrego solucion buffer de Wright
gota a gota, hasta que aparecid una pelicula metalica
sobre la muestra, después se dejaron reposar por 5 min.
Finalmente, los frotis fueron lavados con agua destilada,
hasta que el colorante se lavé y se dejaron secar.

-101,500 -101,000 -100,500
=3
g + .
>
L Zinapécuaro
Indaparapeo
Morcliagy = © ° Queréndaro
6 Charo
g1 4 -+ +
)
Leyenda
= g @ Hibitats conservados
g = + e Habitats agricolas
=) A G T S Habitats urbanizados
-_— [JLimites municipales
-101:500 -101:000 -1002500

Figura 1. Mapa de la ubicacion de los sitios de estudio de A. ordinarium en algunos municipios de Michoacan. 1. 5.7 km al este de
Jaripeo, 2. Agua Zarca, 3. 8.9 km al oeste de Bocaneo, 4. Puente campestre, 5. Filtros viejos, 6. Rio Chiquito, 7. 14 km al sur de
Queréndaro, 8. 0.75 km al sur de Ziréndaro, 9. 10.86 km al sureste del Municipio de Queréndaro.
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Tabla 1

Datos de colecta de Ambystoma ordinarium. Se muestra el nombre, las coordenadas y la categoria de los sitios de colecta y el numero

y talla de los organismos colectados.

Numero y nombre de sitio Coordenadas Categoria Individuos Individuos Longitud LHC
del sitio colectados en colectados en en mm
invierno 2020 primavera 2021

1. 5.7 km al este de Jaripeo 19°40°28.3” N, Conservado 4 3 74 a 77
101°01°44.9” O

2. Agua Zarca 19°34°28.9” N, Conservado 3 13 66 a 77
101°07°28.2” O

3. 8.9 km al oeste de Bocaneo 19°50°28.6” N, Conservado 0 13 67 a 88
100°43°55.1” O

4. Puente campestre 19°40°31.3” N, Urbanizado 3 3 79 a 98
101°09°27.5" O

5. Filtros Viejos 19°40°01.0” N, Urbanizado 5 8 77 a91
101°08°36” O

6. Rio Chiquito 19°36°38.2” N, Urbanizado 7 5 81 a 101
101°07°26.8” O

7. 14 km al sur de Queréndaro 19°41°05.2” N, Agricola 5 11 75 a 94
100°52°31.2” O

8. 0.75 km al sur de Ziréndaro 19°42°58.4” N, Agricola 9 8 67a 118
100°54°59.6” O

9. 10.86 km al sureste del 19°45°25.4” N, Agricola 4 5 82 alll

Municipio de Queréndaro 100°50°33.9” O

Cada frotis se observd al microscopio Optico con el
aumento 400x y se efectud el recuento diferencial de
leucocitos en movimiento zigzag. Las células fueron
contadas por una sola persona para evitar la variabilidad
en las observaciones considerando las caracteristicas
morfologicas descritas por Thrall (2004), Hadji-Azimi
et al. (1987) y Salinas et al. (2017). Siguiendo a Davis
et al. (2008), en cada frotis sanguineo se contaron 100
células, determinandose las proporciones relativas de los
5 tipos de leucocitos y el indice N/L propuesto como
indicador de respuesta al estrés. Para la evaluacion
morfologica de los leucocitos, durante el recuento
diferencial, se contaron los leucocitos con cambios en la
coloracion y presencia de manifestaciones morfologicas en
el citoplasma; ademas, se evalud la segmentacion nuclear
de los neutrodfilos (neutréfilos banda, identificados por la
falta de segmentacion en el nucleo).

Para comparar las proporciones y la morfologia de
cada tipo de leucocito y los indices N/L de los individuos
de A. ordinarium entre los sitios conservados, urbanizados
y agricolas, se utilizaron modelos lineales generalizados
mixtos (GLM), con error de distribucion Poisson debido
a que las variables de respuesta son conteos. Los analisis
estadisticos se realizaron en R version 4.2.0 (R Core Team,

2022) y se uso el paquete ggplot2 version 3.4.1 (Wickham
et al., 2016) para la realizacion de figuras.

Resultados

Se recolectaron 109 individuos de Ambystoma
ordinarium en los 3 sitios, 36 en conservados, 31 en
urbanizados y 42 en los agricolas (tabla 1), 40 ejemplares
se obtuvieron en invierno de 2020 y 69 en primavera de
2021. El promedio de la longitud total de los ejemplares
fue de 82.44 mm (minima 66-118 maxima) y de acuerdo
con las tallas reportadas por Anderson y Worthington
(1971), todos los individuos recolectados fueron adultos
metamorficos (tabla 1).

Los promedios en las proporciones de los 5 tipos
de leucocitos y el indice N/L de los individuos de A.
ordinarium para los sitios conservados, urbanizados y
agricolas se presentan en la tabla 2. Las proporciones de
linfocitos mostraron diferencias significativas entre los
sitios. Se detectaron disminuciones en las proporciones
de estas células en individuos de los sitios urbanizados y
agricolas en comparacion con los individuos de los habitats
conservados (fig. 2). No se detectaron diferencias en las
proporciones de neutrofilos y los indices N/L entre los
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Figura 2. Grafica de cajas y alambres que muestra las diferencias en las proporciones de leucocitos entre los habitats urbanizados,
agricolas y conservados. Las letras representan las diferencias de medias entre grupos de acuerdo al GLM.

sitios (tabla 2). Por lltimo, las proporciones de eosinofilos,
basofilos y monocitos mostraron diferencias significativas
entre los sitios (tabla 2). Se detectaron aumentos en las
proporciones de estas células en individuos de los sitios
urbanizados y agricolas con respecto a los individuos de
los sitios conservados (fig. 2).

Los linfocitos, fueron los leucocitos de menor tamatfio,
la mayoria de éstos se caracterizaron por ser células
redondas con un nucleo central que ocup6 la mayor parte

del citoplasma basofilo (fig. 3). En los frotis sanguineos de
2 individuos de los habitas agricolas se observaron células
plasmaticas, caracterizadas por un nucleo excéntrico,
citoplasma abundante con aumento en la basofilia y
abundantes inclusiones globulares y hialinas (fig. 3).

Los neutrofilos se caracterizaron por ser células
redondas irregulares que pueden o no presentar finos
granulos en el citoplasma, su nucleo violeta puede no
presentar segmentaciones (neutrofilos banda, fig. 3) ¢ ser
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Tabla 2

Promedios relativos de los leucocitos e indices N/L (£ error estandar) en individuos adultos de Ambystoma ordinarium entre habitats

conservados, urbanizados y agricolas.

Variable de respuesta  Habitats conservados ~ Habitats urbanizados  Habitats agricolas gl c? p
Linfocitos 83.1 (£ 0.51) 72.8 (+ 1.20) 74.5 (£ 0.93) 2 27.834 <0.001
Neutréfilos 8.4 (+ 0.69) 8.9 (+ 0.95) 9.6 (+ 0.97) 2 2.84 0.095
Eosinofilos 3.9 (+0.38) 8.3 (£ 1.53) 9.0 (+0.84) 2 88.37 < 0.001
Basofilos 2.7 (+0.42) 4.9 (£ 0.68) 4.5 (£ 0.52) 2 26.66 <0.001
Monocitos 1.7 (£ 0.43) 49 (= 1.24) 2.2 (£0.39) 2 63.26 <0.001
Neutrofilos banda 1.5 (£ 0.24) 3.1 (£ 0.60) 3.8 (£ 0.48) 2 42.27 <0.001
Indice N/L 0.10 (= 0.00) 0.10 (= 0.011) 0.13 (= 0.01) 2 0.17 0.698

segmentados de 2 a 5 lobulos (fig. 3). En relacion con la
comparacion de la segmentacion nuclear de los neutrofilos
entre los sitios, se encontraron variaciones significativas,
detectandose incrementos en las proporciones de
neutr6filos banda en individuos de los sitios urbanizados
y agricolas con respecto a los individuos de los sitios
conservados (fig. 3).

Los eosindfilos fueron células con abundantes granulos
rosados cubriendo el citoplasma, presentan un nucleo violeta
generalmente bilobulado (fig. 3) y en pocas ocasiones se
observo unilobulado y trilobulado. Con respecto de la
morfologia de los basofilos, éstos se caracterizaron por
ser células redondas u ovaladas con abundantes granulos
purpuras en el citoplasma que, por lo general, cubren
el nucleo redondo o bilobulado (fig. 3). Por ultimo, los
monocitos fueron los leucocitos de mayor tamailo, son
células redondas con nucleo en forma de rifién o herradura y
citoplasma abundante (fig. 3). No se observaron variaciones
morfolégicas en eosindfilos, basofilos y monocitos.

Discusion

Se evaluaron los perfiles de leucocitos en frotis
de sangre de 109 individuos adultos de la salamandra
Ambystoma ordinarium, de los cuales 37 se recolectaron
en habitats conservados, 30 en habitats urbanizados y
42 en habitats agricolas. La morfologia y coloracion de
los 5 tipos de leucocitos concuerdan con lo reportado
para otras especies de anuros y caudados (Cabagna et al.,
2005; Hadji-Azimi et al., 1987; Salinas et al., 2017).
Los linfocitos fueron los leucocitos mas abundantes,
detectandose disminuciones en sus proporciones en
individuos de A. ordinarium de los sitios urbanizados
y agricolas considerados como perturbados. En estudios
recientes, la disminucion de los linfocitos en sangre se
ha documentado en especies de anfibios como respuesta

a factores estresantes como infecciones y habitats
contaminados con pesticidas, debido a que el aumento
en las hormonas del estrés (glucocorticoides) puede
inducir la salida de estas células de la sangre a los tejidos
linfoides (en anfibios, higado y bazo) (Davis et al.,
2008; Waye et al., 2019). En contraste, los neutréfilos
por ser las principales células encargadas del ataque a
agentes infecciosos son estimulados a proliferar para
migrar a los sitios de inflamacion. La disminucion en
las proporciones de los linfocitos se ha relacionado con
el aumento en las proporciones de los neutrofilos (indice
N/L) como biomarcador de estrés (Davis et al., 2010). En
este estudio, no se detectaron variaciones significativas
en las proporciones de neutrofilos y en los indices N/L
promedio. En estudios previos en poblaciones silvestres
de salamandras del género Ambystoma 'y otras especies de
anfibios, se han reportado indices N/L promedio cercanos
a 0.40 (Cabagna et al., 2005; Davis y Durso, 2009;
Shutler et al., 2009). Sin embargo, a diferencia de nuestro
estudio, Ramirez-Hernandez et al. (2019) reportaron para
esta especie un indice N/L promedio de 1.5. y 0.9 en
habitats perturbados y conservados, respectivamente. Las
diferencias entre ambos resultados podrian deberse a que
el tamafio de muestra utilizado por Ramirez-Hernandez
et al. (2019) fue pequefio en comparacion con el tamaiio
de muestra utilizado en nuestro estudio. Ademas,
nuestros resultados pueden indicar que otros factores
no contabilizados estan influyendo en las respuestas de
estas células en los individuos muestreados. Un factor
que aumenta el indice linfocitos y neutrofilos en anfibios
es la infeccion por Batrachochytrium dendrobatidis (Bd;
Davis et al., 2010; Savage et al., 2016). Recientemente,
se reportd la presencia del hongo quitridio en las mismas
poblaciones de A. ordinarium analizadas en este estudio
(Mendoza-Almeralla et al., 2023). Los niveles de
infeccion por Bd reportados fueron de entre 112 a 1,856
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Figura 3. Leucocitos en frotis de sangre periférica de A. ordinarium. A) Linfocito, B) neutréfilo segmentado, C) neutréfilo banda, D)
eosindfilo, E) basofilo, D) monocito, vista a 100X, G) célula plasmatica con nucleo excéntrico y citoplasma abundante, vista a 40X.
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equivalentes zoosporas gendémicas (EZG’s) en 2 sitios
conservados; mientras que en los sitios perturbados, el
grado de infeccion fue de 21 a 4,338 EZG's, ésto sugiere
que hay mayor grado de infeccion en lugares perturbados.
Por lo que es importante saber si el nimero de neutrofilos
y linfocitos es afectado por la infeccion del quitridio.

Por otro lado, se detectaron incrementos de neutrofilos
banda en individuos de los sitios perturbados con respecto
a los sitios conservados. En procesos inflamatorios, los
neutr6filos son impulsados a proliferar y para compensar
esta demanda, la médula 6sea libera en la sangre células
inmaduras (neutréfilos banda) (Davis y Golladay, 2019).
En anfibios existe evidencia de incrementos en las
proporciones de estas células como respuesta inflamatoria
contra fertilizantes y pesticidas (Mann et al.,, 2009;
Romanova et al., 2022). Pese a que en este estudio no
evaluamos la presencia de estos contaminantes quimicos
en el agua, en los sitios urbanizados seleccionados aqui,
se han reportado descargas de aguas contaminadas con
fertilizantes y pesticidas (Lopez-Granados et al., 2008),
y en los sitios agricolas es probable que el uso de estos
agroquimicos sea habitual y su dispersion fuera de estas
areas pueda llegar hasta los arroyos donde habita esta
especie. Los incrementos detectados en las proporciones
de eosinofilos, basofilos y monocitos en los individuos
de los sitios urbanizados y agricolas también se pueden
asociar con la presencia de estos contaminantes quimicos
en sus habitats. En algunos estudios en anfibios se han
reportado incrementos en las proporciones de eosinéfilos
en sitios contaminados por pesticidas por su capacidad
de reaccionar a antigenos ambientales (Attademo et al.,
2014; Romanova y Romanova, 2003). Con respecto a los
monocitos, el aumento de estas células podria relacionarse
con el incremento de la fagocitosis de desechos tisulares,
puesto que, de acuerdo con algunos autores la exposicion
prolongada a contaminantes quimicos aumenta la necrosis
tisular (Zhelev, 2007). El papel de los basofilos en las
respuestas inmunitarias de los anfibios no es claro (Allender
y Fry, 2008), sin embargo, al igual que en otros grupos de
vertebrados parecen desempefiar un papel importante en la
inflamacion (Claver y Quaglia, 2009).

Los estudios realizados por varios investigadores han
revelado que los anfibios son capaces de generar una
respuesta inmunitaria a antigenos complejos asociados con
patégenos y antigenos ambientales (Grogan et al., 2018;
Savage y Zamudio, 2011; Zhelev, 2007). Los linfocitos
(células T y B), ante la presencia de antigenos son
responsables de activar la inmunidad mediada por células
especificas de patogenos (células T citotoxicas o auxiliares)
y la inmunidad humoral (células plasmaticas secretoras de
anticuerpos especificos) (Grogan et al., 2018). El hallazgo
de células plasmaticas en la sangre de los individuos de

los sitios agricolas podria atribuirse a la especificidad de
la respuesta inmune humoral a antigenos toxicos presentes
en el ambiente. En un estudio previo, Zhelev (2007)
reportdé aumentos de estas células en individuos de Rana
ridibunda en habitats con contaminacion industrial. El
hallazgo de estas células es interesante, porque casi no
hay datos en la literatura sobre su presencia y apariencia
en la sangre de los anfibios. Aunque no podemos asegurar
que se trate de este tipo de células, estos datos sin duda
sientan las bases para desarrollar estudios bioquimicos e
inmunologicos futuros.

En anfibios se ha documentado la funcion antipara-
sitaria de los eosinofilos en infecciones con nematodos y
trematodos (Belden y Kiesecker, 2005; Davis y Golladay,
2019; Kiesecker, 2002; Rohr et al., 2008). Particularmente,
Ramirez-Hernandez et al. (2019) reportaron aumentos
en las cargas parasitarias en poblaciones de A.
ordinarium por 2 especies de trematodos, Gorgoderina
attenuata 'y Ochetosoma sp., y 2 especies de nematodos
Cosmocercoides sp. y Hedruris siredonis en habitats
perturbados, siendo uno de estos hébitats correspondiente
al sitio Rio Chiquito de este estudio. Adicionalmente,
Mendoza-Almeralla et al. (2023) reportaron la infeccion
por el nematodo del género Capillaria en el sitio Filtros
viejos. Por lo tanto, los incrementos de eosindfilos
detectados en los individuos de estos sitios, podrian
relacionarse con la presencia de mayor prevalencia de
infecciones parasitarias.

Finalmente, los perfiles de leucocitos de los
individuos de A. ordinarium en este estudio proporcionan
parametros hematologicos de comparacion entre distintas
poblaciones. De acuerdo con nuestros resultados, la
evaluacion de los perfiles de leucocitos es uno de los
métodos mas simples y menos invasivos. Los cambios
en sus valores, especialmente en las poblaciones de
habitats perturbados, pueden utilizarse con éxito en
evaluaciones futuras para detectar cambios fisiologicos
y patolégicos tempranos en los individuos y puede ser
una sefial de advertencia de degradacion ambiental.
Sin embargo, es importante reiterar que interpretar las
proporciones de los leucocitos puede ser complicado,
debido a que los leucocitos pueden responder a diversos
factores (Barni et al., 2007; Cabagna et al., 2005;
Romanova y Romanova, 2003; Shutler y Marcogliese,
2011; Shutler et al., 2009). Por ello es necesario llevar
a cabo estudios complementarios sobre enfermedades
infecciosas, calidad del agua, niveles de hormonas de
estrés, presencia de pesticidas o metales pesados, entre
otros, que permitan relacionar y estudiar la respuesta de
los leucocitos en las poblaciones de esta especie y otras
especies de anfibios con los diversos factores o contextos
en los que se encuentran estas especies.
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