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RESUMEN

Para conocer el estado de salud de un individuo es importante observar las caracteristicas hematoldgicas
que presenta. Estos valores, incluyendo el hematocrito (proporcion de la sangre compuesta por eritrocitos),
atipias morfoldgicas en células sanguineas (tanto del ntcleo como del citoplasma), indice de policromacia
(proporcion de eritrocitos inmaduros) y el grado de parasitemia (presencia de parasitos) en eritrocitos, sirven
como herramientas de diagnéstico para enfermedades y como parametros generales de salud. Estos valores
varian dependiendo de los habitos de alimentacidn y conductuales, tanto a nivel individual como a nivel de
especie, por lo que es importante establecer valores de referencia en cada especie. Se conoce que en los
eritrocitos aviares es comun encontrar una proporcion de atipias morfologicas nucleares. Sin embargo, la
exposicidn constante a contaminantes provoca alteraciones en estas proporciones, por lo que las
anormalidades nucleares funcionan como marcadores hematol6gicos y son de gran relevancia para conocer
efectos sutiles de factores que a largo plazo pueden ser perjudiciales para los organismos.

En muestras sanguineas de Icterus pustulatus (calandria de dorso rayado) y Molothrus aeneus
(Tordo de ojo rojo), evaluamos valores de hematocrito, indices de policromacia, atipias morfolégicas
nucleares y citoplasmaticas de eritrocitos, y eritrocitos con presencia de parasitos comunmente encontrados.
Particularmente Plasmodium sp. y Haemoproteus sp. que son agentes causales de la malaria aviar y la
pseudomalaria aviar, respectivamente. Las aves fueron muestreadas cerca del poblado de Huautla,
municipio Tlalquiltenango, en zonas con diferente proximidad a residuos toxicos remanentes de actividades
mineras. Colectamos las muestras sanguineas en mayo y junio del 2017 en cuatro sitios; Jal Huautla, Jal
Rancho Viejo, Rio Rancho Viejo y Quilamula, de las cuales se obtuvieron tubos capilares y frotis sanguineo.
Los analisis se realizaron por medio de fotografias de los frotis, con ayuda del programa Fiji. EI analisis de
datos se realiz6 con el programa R, con pruebas estadisticas no paramétricas. Se encontraron diferencias
significativas en los valores al comparar entre especies, [. pustulatus muestra valores elevados en indice de
policromacia (P= 7.564x104), presencia de hemoparasitos (P= 2.6.34x10%) y presencia de eritrocitos
aglobados (P=0.0106), a diferencia de M. aeneus que tuvo proporciones bajas. Por otro lado, no se encontrd
diferencias entre especies en los valores de hematocrito, ni en atipias morfolgicas nucleares. Al comparar
entre los sitios con diferente cercania a los desechos mineros no se encontraron diferencias significativas en
ninguna de las variables. Posiblemente los cambios en los valores de /. pustulatus y M. aeneus se deben a
diferencias intrinsecas entre especies (fisiologicas, eritropoyesis, alimentacion). De igual manera, estos

cambios se podrian presentar como consecuencia de factores estresantes con los que se relacionan de



diferente forma como el cuidado parental, la reproduccion, diferencias en coloracion y estrés oxidante. La
presencia de contaminantes por agroquimicos o posibles alteraciones antropogénicas en el sitio control

(Quilamula) podria dar como resultado la falta de discrepancia entre las variables estudiadas en los sitios.



.  MARCO TEORICO

Estudios hematolégicos

La hematologia es el estudio de la sangre y los tejidos formadores de sangre. Los perfiles
hematoldgicos son considerados como herramientas de diagnéstico indispensables para evaluar la salud de
los individuos, permiten evaluar la respuesta hematologica a la enfermedad y aunque rara vez ofrece un
diagnostico etioldgico, proporciona un prondstico del estado de salud. El tener perfiles hematoldgicos de
diversos organismos es de gran importancia para establecer valores de referencia para poder detectar
poblaciones afectadas al comparar estos valores (Samour, 2005). Una de las actividades que se realiza en
un estado hematoldgico son los analisis de eritrocitos. Los eritrocitos son las células encargadas de
transportar oxigeno (O2) y diéxido de carbono (COz) por el torrente sanguineo, y mediante diferentes tipos
de cuantificacion, se puede evaluar qué tan efectiva es su funcion. Estas cuantificaciones incluyen el conteo
de glébulos rojos (RBC), la cuantificacion de la cantidad de hemoglobina (HGB) la proteina encargada del
transporte de oxigeno, y el hematocrito (HCT), y medidas de los eritrocitos y concentraciéon de hemoglobina
promedio de las células. Los niveles de hemoglobina, hematocrito y el conteo de RBC también sirven para
conocer tanto el estado de salud de los individuos como del habitat en que se encuentra un conteo de RBC
alto es normal en organismos que habitan lugares con altitudes elevadas mientras que un RBC bajo o niveles
de hematocrito o de hemoglobina bajos generalmente indican algun tipo de anemia (Rodak, 2005). Los
elementos formes, que son los eritrocitos, leucocitos y plaquetas, presentan variaciones dependiendo de la
clase a la que pertenecen los organismos. Los resultados obtenidos de la cuantificacién de estos elementos

formes, anomalias en su tamafio y forma, también pueden ser indicativos para anemia (Rodak, 2005).

Eritrocitos aviares

Predominantemente los eritrocitos aviares son ovoides, con un nucleo central compuesto de
cromatina densa (al utilizar una tincién de Wright-Giemsa se aprecian de color purpura) que se condensa a
medida que el eritrocito envejece. Normalmente entre el 0.1 y 1.0% son anucleados (Clark, 2015). El tamafio
y las proporciones de eritrocito y nucleo varian entre especies, y presentan manchas citoplasmaticas
uniformemente eosinofilicas (Samour, 2005). No obstante, se pueden presentar atipias morfoldgicas,
generalmente en el nucleo. Clark realizo en el 2015 un estudio donde comparé la sangre de 70 individuos

que comprendian 50 especies y 16 géneros de aves, encontrando morfologias variantes en el 50% de los



individuos; las deformaciones mas comunes fueron los nucleos simétrico estrecho y en menor medida otras
alteraciones como  asimétrico  estrecho,  binucleado/bilobulado,  micronucleado/microlobulado
multilobulado/multinucleado, ndcleo movido, con angulos de rotacién o sin nucleo (Fig. 1). EI volumen
corpuscular medio (MCV) referente al volumen individual de los eritrocitos se considerd como un predictor
para la presencia de morfologia nuclear variante (a pesar de que tiene gran variacion entre especies), y la
HGB no difiri6 dependiendo de la presencia o ausencia de deformaciones nucleares. Una ligera baja
proporcion de eritrocitos con morfologia nuclear variante es normal entre los individuos de una poblacién,
pero el numero de eritrocitos con deformidades se eleva con la presencia de agentes toxicos como metales

pesados (Moreira et al., 2017).

D H
Figura 1. Representacion de morfologia nuclear variante en eritrocitos aviares. (A) Nucleo normal; (B) Nucleo movido o rotado; (

Nucleo sangrado; (D) Nicleo estrecho asimétrico; (E) Nicleo estrecho simétrico; (F) Mlcronucleo; (G) Binucleado; (H) Anucleado. Clasificacion
basada en “A pioneering Study on Cytotoxicity In Australian Parakeets (Melopsittacus undulates) Exposed To Tannery Effluent (Moreira et al.,
2017).

La exposicion cronica a contaminantes puede generar efectos genotdxicos, es decir, se inducen
cambios en el material genético, ya sea en su estructura o en su numero. Un indicador de dafio genotdxico
es la presencia de micronlcleos, fragmentos pequefios de contenido nuclear que se observan en el
citoplasma que se forman cuando las células sufren un dafio en el ntcleo o una divisién incompleta (Moreira
et al., 2017). Por esto, los eritrocitos con micronucleos, se pueden considerar como biomarcadores en etapa
temprana de genotoxicidad. La presencia de mas de 5% (10 micronUcleos en un recuento de 200 eritrocitos)
se considera un indicativo para una alteracion patolégica del ADN como lo demuestran Abosede y
colaboradores en un estudio de 2014. Evaluaron 30 individuos de Ploceus cucullatus (tejedor comun), de los
cuales el 20% eran positivos para micronucleos. Comparando con individuos que no tenian ningun
micronlcleo, estos individuos con micronucleos tuvieron una serie de parametros alterados que son
indicativos de dafio. Particularmente, una reduccion en los niveles de HGB, RBC, MCH (cantidad de

hemoglobina en eritrocito), HCHC (concentracion de hemoglobina eritrocito), elevacion en los pardametros de
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HCT Y MCV. Ademas de una reduccién en los niveles de leucocitos, plaquetas y heterofilos, y dafios
histologicos en intestino, higado, rifiones y pulmones.

Las alteraciones en la morfologia del citoplasma de los eritrocitos también pueden indicar dafio en
la salud de las aves. Los poiquilocitos son eritrocitos que, en lugar de tener la forma ovoide comun, presentan
extremos alargados, que muestra defectos metabdlicos y el aumento de la eritropoyesis. Otra malformacion

del citoplasma son los eritrocitos en forma de lagrima, que son indicadores de toxicosis, y eritrocitos
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Figura 2. Representacion de eritrocitos con morfologia variante de citoplasma. (A) poiquilocitos; (B) eritrocitos en forma de lagrima: (C,

asimetricos (Samour, 2005) (Fig. 2).

D) eritrocitos asimétricos. Clasificacion basada en descripciones y fotografias de Samour, 2015, Rodak, 2005 y analisis pilotos en este estudio.

Otro caso de contaminacion por metales pesados se reportd en la especie Parus major (carbonero
comun) en Bélgica en donde se midi6 el dafio hematolégico a diferentes distancias de la fuente de
contaminacion y concentraciones de metales en sangre y plumas, lo que indic6 que el cadmio (Cd) y el plomo
(Pb) eran los metales con mayor presencia en los organismos (Geens et al., 2010). EI RBC no difiri6 entre
sitios, pero en los sitios en donde la contaminacién por los metales era mayor, los parametros de HGB, HCT,
VCM y MCH eran menores (los valores bajos de VCM y MCH pueden indicar una anemia microcitica). En
este estudio, también encontraron una relacion negativa entre las concentraciones de plomo en sangre y
concentracion de hemoglobina, HTC y VCM, lo cual se debe a que el plomo inhibe la enzima 6 aminolevulina
acido deshidratasa (Geens et al., 2010). En este estudio, hubo una correlacién positiva entre los niveles de
plomo y cadmio, y no encontraron diferencias significativas entre las medidas fisicas (tarso, longitud, masa
corporal) entre los sitios al igual que la edad y el sexo no presentaron un efecto significativo en los pardmetros
medidos. La cantidad de contaminantes que ingieren estas aves por medio de la dieta es elevada y los

efectos a nivel hematoldgico ocurren casi de manera inmediata a comparacion con los niveles de metales en



las plumas, que no mostraron diferencias significativas. Por tanto, un marcador hematolégico tiene relevancia
cuando los efectos aun son sutiles y no han generado un cambio mas notorio como lo serian diferencias
fenotipicas. Es apropiado en estos casos utilizar marcadores no destructivos como son las caracteristicas
hematoldgicas, ya que estas reflejan el impacto sobre los animales expuestos, haciéndolo un método efectivo
que funciona como sefial de alerta temprana de la contaminacion en el estado fisiologico y en la salud de los
individuos sin necesidad de sacrificar animales (Geens et al., 2010). Con estos datos se demuestra que los
niveles de metales en los organismos y los efectos de la contaminacion no son lo mismo; por lo tanto, los
niveles de contaminacion por si solos no dan toda la informacion necesaria para observar el grado de estrés
al que estan sometidos los organismos en constante contacto con zonas perturbadas (Geens et al., 2010).

El estado hematoldgico es importante para la supervivencia de las aves (Geens et al., 2010). Los
parametros hematoldgicos normales estan relacionados con la capacidad de crianza de las aves, la cantidad
de hemoglobina es importante para la supervivencia de los pichones, pues influye desde su eclosion hasta
el emplumado. Los niveles bajos del hematocrito estan relacionados con condiciones corporales bajas, esto
afecta a la actividad aerobica y por tanto al vuelo, los niveles en los leucocitos también se ven afectados lo
que debilita el sistema inmunolégico, dando lugar a una mayor prevalencia de hemoparasitos (Geens et al.,
2010).

Hemoparasitos en aves

Los hemoparasitos son organismos que se encuentran tipicamente en el torrente sanguineo de un
hospedero durante al menos una de las etapas de su desarrollo y son transmitidos a través de vectores. Los
parasitos frecuentemente encontrados en aves son: Haemoproteus sp., Leucocitoazoon sp., Plasmodium
sp., los géneros Trypanosoma, Bebesia, Atoxoplasma, Hepatozoon y microfilarias (etapas larvarias de
nematodos) (Hauptmanova et al., 2006) (Fig. 3). Estos parasitos son un grupo heterogéneo que se encuentra
ampliamente distribuido geograficamente, y sus prevalencias difieren de acuerdo a las regiones estudiadas
dado que influyen diversos factores para que puedan diseminarse. Esto dependiendo de si los hospederos
son buenos 0 malos reservorios, su resistencia a hemoparasitos y la exposicion a los vectores, lo cual
depende de actividades diarias, comportamiento de alimentacidn, seleccion de los sitios de anidacion y
descanso de las especies hospederas, edad, eventos estresantes, estado fisico y factores genéticos, al igual
que la genética y virulencia de los paréasitos (Gonzéles, 2015). Los hemoparasitos eventualmente causan
problemas en la salud del hospedero. Haemoproteus sp. (que causa pseudomalaria aviar) disminuye la

supervivencia de aves silvestres y afecta la actividad reproductiva, y Plasmodium relictum (malaria aviar)
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afecta la eclosion y el emplumaje de los polluelos, causando decline de especies de aves (Gonzales, 2015).
Las microfilarias no siempre generan sintomas aparentemente perjudiciales, aunque en diversas especies
pueden ser altamente patdgenas si causan inflamacién crénica de las paredes arteriales pulmonares,
producen hemorragia e inflamacién miocardial, necrosis y fibrosis, que causa pérdida de plumas en cabeza,
cuello, espalda y alas (Gonzales, 2015). Las aves parasitadas pueden presentar signos de anemia,
disminucidn en el peso corporal o alteraciones en el sistema inmunologico. En aves silvestres se han
realizado diversos estudios en donde se observa la prevalencia de parasitos. Por ejemplo, en una muestra
de 595 individuos, se encontrd la siguiente prevalencia: Haemoproteus 21%, Leucocytozoon 6% Yy
Plasmodium 0.5% (Hauptmanova et al., 2006). En este mismo estudio, en una muestra de 289 individuos las
prevalencias Haemoproteus, Leucocytozoon y Trypanosoma fueron 17%, 0.7% y 0.3%, respectivamente. Un
estudio realizado con Zonotrichia capensis (gorrién chingolo) evaluo la intensidad y prevalencia parasitaria
de Haemoproteus y Plasmodium por medio de analisis molecular (204 muestras) y microscopia ptica (119
muestras), obteniendo 74.72% de prevalencia parasitaria con ambas técnicas (Cadena-Ortiz et al., 2018).
En este estudio, se encontrd que la proporcion de individuos parasitados era mayor entre adultos (80.6%)
que la a que en individuos jovenes (47.2%). Sin embargo, entre los infectados, la intensidad fue menor en
adultos que en juveniles y los individuos con mayor grasa corporal presentaron menor intensidad parasitaria
independientemente de su edad. Con los resultados de este estudio, se sugirié que en los individuos juveniles
la cantidad de grasa si fue un factor que influyé en la intensidad parasitaria y no asi en los adultos.

La contaminacion es un evento estresante para los hospederos, pero también puede serlo para los
parasitos, por lo que es un factor que también puede afectar la relacion entre los hemoparasitos y sus
hospederos (Gutiérrez, 2015). Un estudio realizado en 2017 por Ruiz Garcia en San Luis Potosi muestra la
relacion que tienen los contaminantes agricolas (organoclorados) con los parasitos en tres familias de aves
ampliamente distribuidas en la zona: Cardinalidae, Columbidae, Fringilidae. La prevalencia y la intensidad
parasitaria fue mayor en sitios con menor presencia de contaminantes y disminuyé a medida que los
contaminantes aumentaron, posiblemente porque los parasitos son perjudicados por los contaminantes.

En Morelos son pocos los estudios que se han realizado para determinar la presencia y la diversidad
de hemoparasitos en aves silvestres que habitan en la Sierra de Huautla. En 2015, Gonzéles evalud la
presencia de hemoparasitos en esta zona comparando 3 sitios diferentes (perturbado, agricola y conservado)
en temporada seca y de lluvias, analizando 142 aves que abarcaban 24 géneros de 33 especies, de los
cuales el 28.8% de los individuos presentaron hemoparasitos. La frecuencia de parasitos fue: Haemoproteus

28.2%, Plasmodium 2.1% y microfilarias 4.9% sin presentar diferencias significativas entre temporadas o



entre sitios de captura. Sin embargo, la diversidad de aves y hemoparasitos fue mayor en el &rea conservada,
lo que se interpretd como un efecto de dilucion ya que se encontré una distribucién de los parasitos mas
uniforme entre los individuos. En el caso de la zona perturbada, las aves presentaron una probabilidad menor
de infectarse; en este sitio el numero de individuos parasitados era menor, pero sufrian una mayor intensidad
parasitaria. En el mismo estudio, todos los individuos colectados en Sierra de Huautla de las especies
Thryophilus pleurostictus (saltapared barrado) e Icterus pustulatus estaban infectados. Estas tuvieron una
alta intensidad de infeccion y una hembra de /. pustulatus, mostré un dafio corporal y plumas en mal estado,

que podria ser debido a dafios por los hemoparasitos.

Efectos asociados a los metales pesados

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2018) sefiala las diez sustancias quimicas que
constituyen una preocupacion para la salud publica. Estas incluyen el arsénico, el mercurio, el cadmio, y el
plomo. El arsénico inorgénico produce arsenicosis (intoxicacion cronica), y el mercurio tiene efectos
teratdgenos y dafos en los primeros afios de vida. El cadmio dafa los rifiones, el sistema 6seo v el
respiratorio, y esta clasificado como carcindgeno para humanos; una vez dentro del organismo, interactua
con los transportadores de membrana e interfiere en las vias de sefializacion de los neurotransmisores
(Costa et al., 2004). El plomo causa diversos problemas de salud; se acumula en huesos, higado, rifion y
cerebro, y se han demostrado efectos hematoldgicos, deficiencia de hierro, disminucién en el tiempo de vida
de los eritrocitos y efectos en la sintesis de hemoglobina (Nava-Ruiz, 2011). Ademas, el plomo inhibe la
enzima & aminolevulina acido deshidratasa, que es la encargada de catalizar el segundo paso en la porfirina
y la via biosintética del hemo. El plomo presente en la sangre reemplaza al zinc, que es esencial para el buen
funcionamiento de la enzima antes mencionada, influyendo negativamente en la produccion de hemoglobina
(Geens et al., 2010). Del cadmio y el plomo no se conoce ningun aporte en la bioquimica ni en la fisiologia
humana y normalmente no se presenta en seres vivos, por lo que una ingesta, por minima que sea, puede
resultar perjudicial sobre todo por la acumulacién en el organismo. Un perfil hematoldgico es indispensable
para medir los dafios causados por los metales pesados.

Elementos como plomo, cadmio, arsénico pueden quedar en contacto con el ambiente y contaminar
el suelo y las plantas que posteriormente lo acumulan en sus células. Los animales se ven afectados ya sea
por exposicion oral al ingerir organismos 0 agua contaminada, o por inhalacion de particulas. El dafio en los
organismos va a depender del tiempo, el nivel de exposicion a la que estén sometidos y la susceptibilidad de

los individuos (Peplow, 1999).



Mineria en México

México es un pais de gran importancia minera debido a sus exportaciones, sobre todo de minerales
metalicos; todo el territorio cuenta con gran cantidad de yacimientos mineros, con alrededor de 29,746 ha de
superficie concesionadas a dicha actividad (INEGI, 2014). Esta superficie equivale al 0.015% de la superficie
continental del pais. México es uno de los principales productores de plata (Ag), aporta el 25% del volumen
de la produccién a nivel mundial, ademas del 6% de zinc (Zn) y cadmio (Cd); 5% de plomo (Pb) y cobre (Cu);
oro (Au) y azufre (S) en menor cantidad (SIAM, 2016). Como consecuencia de esta actividad, se generan
una gran cantidad de metales pesados como residuos. Se denominan como “metales pesados” a los
elementos metalicos con una relativa alta densidad, y la mayoria son toxicos aun en muy bajas
concentraciones. Esto incluye al cromo (Cr), hierro (Fe), cobre (Cu), zinc (Zn), arsénico (As), plata (Ag),
cadmio (Cd), mercurio (Hg), plomo (Pb), y los elementos del grupo del platino (EGP): rutenio (Ru), rodio (Rh),
paladio (Pd), osmio (Os), iridio (Ir) y platino (Pt) (Duruibe et al., 2007).

Durante las operaciones primarias de separacion y concentracion de minerales se generan residuos
solidos denominados jales, los cuales son regulados por las Normas Oficiales Mexicanas NOM-157-
SEMARNAT-2009, NOM-141-SEMARNAT-2003, NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004 y NOM-155-
SEMARNAT-2007. Estas normas establecen planes de manejo de residuos mineros, los procedimientos de
caracterizacion, operacion y post-operacion de los jales, los criterios para determinar las concentraciones de
remediacion de suelos contaminados, los requisitos de proteccion ambiental para sistemas de lixiviados de
oro y plata. A pesar de la regulacién que se tiene con los materiales de desecho, estos quedan en contacto
con el ambiente y pueden ser transportados por el viento o por corrientes de agua, generando problemas
ambientales (Duruibe et al., 2007).

El estado de Morelos cuenta con 69 concesiones mineras (2016), que representa el 26.28 de la
superficie del estado. Estas minas son principalmente de minerales No Metalicos. En el sur de Morelos se
encuentra un distrito minero localizado en Huautla (SGM, 1016), y éste se encuentra dentro del area
designada como Reserva de la Biosfera Sierra de Huautla (REBIOSH). La explotacion de este distrito minero
comenzd a finales del siglo XVIII y siguié hasta que la ultima minera abandono el sitio en 1993. A pesar de
no ser activa actualmente, las actividades que se realizaron en el distrito minero de Huautla afios atras,
dejaron cerca de 780 mil toneladas de residuos toxicos (Velasco-Trejo, 2004). Se sabe que los contaminantes
por la mineria metalica siguen presentes por cientos de afios después de que las minas cesen con sus

actividades (SGM, 2016; Peplow, 1999). En el sitio de Huautla en particular, se ha demostrado en ratones y

9



en humanos residentes cerca de estos residuos toxicos estan expuestos a contaminantes y tienen niveles
elevados de metales pesados en los tejidos (Tovar-Sanchez, et al., 2012; 2016).

Una de las fuentes de variaciones en las caracteristicas hematologicas es la exposicion a
contaminantes, al igual que parametros de cada especie como el uso de habitat, la historia de vida, la dieta,
entre otros factores. Por lo tanto, es importante conocer los estados basales para establecer valores de
referencia con los que se pueda comparar sitios perturbados (Samour, 2005). Gracias a que las aves son
faciles de observar y monitorear, comiunmente son utilizadas como un grupo modelo para estudios biolégicos
en general, para sefialar regiones perturbadas, conservacion de especies silvestres y como indicadores del
potencial de la biodiversidad (Ramirez-Albores y Ramirez-Cedillo, 2002). Icterus pustulatus y Molothrus
aeneus son especies que difieren en coloracion, habitos, y dieta, pero comparten diversas caracteristicas,
siendo ambas del mismo orden (Paseriformes) y familia (Icteridae), conocidos comunmente como tordos,
caciques, calandrias y zanates. Ambas son residentes territoriales, pasando gran parte de su vida en una
misma zona (Gavifio de la Torre, 2015). M. aeneus es una especie conocida por realizar parasitismo de nido
y frecuentemente parasita el cuidado parental de /. pustulatus (Ramirez-Albores y Ramirez-Cedillo, 2002).

Con las caracteristicas hematoldgicas, principalmente la variacion morfolégica nuclear de los
eritrocitos, de estas dos especies podemos conocer el estado de salud de las aves que habitan cerca de
zonas contaminadas por desechos mineros y zonas sin contaminantes. Con lo cual podemos, por un lado,
marcar los valores base de especies que se encuentran en estado silvestre dentro del estado de Morelos y

por otro, evaluar el posible efecto de la cercania a desechos mineros.
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Il.  JUSTIFICACION

Los estudios hematolégicos son de gran utilidad debido a que funcionan como una sefial de alerta
temprana del estado de salud de los individuos. Por ejemplo, el estado basal hematoldgico varia entre
especies dependiendo de sus habitos, dieta, historia de vida y otros factores desconocidos en especies
silvestres. Diferentes contaminantes pueden provocar cambios visibles en los valores hematolégicos basales
antes que se note en el aspecto fisico de los individuos. Por lo tanto, estos valores han sido utilizados como
indicadores de posibles efectos toxicos en el estado fisioldgico de los organismos, como la presencia de una
gran cantidad de micronucleos en los eritrocitos de aves, reptiles y peces (Samour, 2005; Geens et al., 2010;
Abosede et al., 2014; Clark, 2015; Moreira et al., 2017). Las alteraciones morfoldgicas nucleares de los
eritrocitos aviares se han estudiado en cautiverio (Moreira, et al., 2017), pero los referentes en vida silvestre
son poco estudiados. Por lo que, si conocemos los niveles base dentro de una poblacién, podemos evaluar
potenciales efectos de variables como la contaminacion, y algunas de sus consecuencias. Por ejemplo, los
contaminantes debilitan el sistema inmunitario de los individuos, y se predice una alta prevalencia de
hemoparasitos (Hauptmanova, 2006).

Molothrus aeneus e Icterus pustulatus son aves comunes residentes de la zona con diferentes
habitos tanto alimenticios como de comportamiento en el uso de habitat (Gavifio de la Torre, 2015). Por lo
tanto, resulta interesante por un lado caracterizar las potenciales diferencias basales en las alteraciones
morfolégicas nucleares en los eritrocitos de cada especie y, por otro lado, evaluar si hay un aumento en las
tasas de alteraciones en zonas con diferentes niveles de exposicion a metales pesados provenientes de los
jales en la Sierra de Huautla. En este estudio planteamos un disefio de colecta de tejido en las aves en un
gradiente de distancia a las fuentes principales, (por la cantidad de desechos), de contaminacion que son
dos sitios en los jales de Huautla y de Rancho Viejo. Ademas, un tercer sitio rio abajo a 2.76 km de distancia,
en donde corren los lixiviados de estos jales. Finalmente, un cuarto sitio, control rio arriba a 8.31 km de
distancia de los jales (Ver adelante Figura 3 y el disefio experimental).

La zona de estudio se encuentra dentro y en las inmediaciones de la Reserva de la Bidsfera de la
Sierra de Huautla. Esta cuenta con gran diversidad de aves, ya que representa el 49.03% de la avifauna del
estado de Morelos (Ramirez-Albores y Ramirez-Cedillo, 2002). Por lo tanto, es de gran importancia conocer
el estado de salud de las aves de la zona con técnicas no destructivas. Ademas, al establecer valores
hematol6gicos basales para las especies de estudio, que son abundantes y de amplia distribucién, podrian

ser utilizados como organismos modelo en otros sitios.
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lll. HIPOTESIS Y PREDICCIONES

Hi: Alteraciones hematoldgicas: La tasa de alteraciones en la morfologia nuclear y
citoplasmatica de los eritrocitos sera diferente en Icterus pustulatus y Molothrus aeneus, debido a que
depende de las diferencias inter-especificas en la ocupacion del habitat, y la dieta.

P1. Los individuos de ambas especies mostraran diferencias en:

a)  Indice de alteraciones morfoldgicas nucleares (micronticleos, binucleados,
multinucleados, con nucleo estrecho simétrico, estrecho asimétrico) en proporcion del total
de eritrocitos con membrana intacta.

b) indice de malformaciones en la morfologia del citoplasma de los eritrocitos
(irregulares, poiquilocitos, en forma de gota) expresado en la proporcién total de eritrocitos
con membrana intacta.

C) indice de policromacia, proporcién de eritrocitos policromaticos (estado

inmaduro) en el conteo total de eritrocitos con membrana intacta.

H2: Hemoparasitos: La tasa de hemoparasitos sera diferente en Icterus pustulatus y Molothrus
aeneus, debido a que depende de las diferencias inter-especificas en la ocupacién del habitat, y la dieta.
P2. Los individuos de ambas especies mostraran diferencias en:
prevalencia (presencia de al menos un eritrocito infectado), e intensidad (nimero
de eritrocitos infectados/ total de eritrocitos con membrana intacta) de infeccién con los

hemoparasitos: Plasmodium, Haemoproteus y Microfilaria.

Hs: Diferencias entre sitios: La exposicion a los desechos toxicos mineros aumentaré la tasa

de alteraciones hematoldgicas y en la prevalencia de hemoparasitos
Ps. Esperamos que los individuos de los sitios mas cercanos a los sitios contaminados y rio
abajo de los jales expresaran los efectos descritos en P1y P2 con mayor intensidad que los

individuos del sitio control rio arriba.

IV. OBJETIVOS
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General

Caracterizar la morfologia nuclear y citoplasmatica variante en los eritrocitos y la prevalencia de
hemoparasitos en Icterus pustulatus y Molothrus aeneus para calcular indices de hematocrito,
genotoxicidad, policromacia y hemoparasitos.

Evaluar si estos indices difieren entre los sitios de estudio.

Objetivos Particulares
Para el objetivo 1
e Calcular el hematocrito.
¢ Identificar las alteraciones morfolégicas nucleares de los eritrocitos.
e Cuantificar las alteraciones morfolégicas del citoplasma de los eritrocitos.
e Cuantificar el indice de policromacia.
e (Calcular la prevalencia e intensidad de eritrocitos infectados por hemoparasitos.

e Evaluar si difieren estas caracteristicas hematologicas entre las dos especies.

Para el objetivo 2
e Evaluar si las caracteristicas hematoldgicas difieren entre sitios con respecto a su cercania
a los desechos mineros.
. Evaluar los efectos causados por la cercania a contaminantes mineros en

Icterus pustulatus en comparacion con los efectos causados en Molothrus aeneus.
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V. MATERIALES Y METODOS

V.1 Sitio de estudio

La Reserva de la Biosfera Sierra de Huautla (REBIOSH) es una zona de selva baja caducifolia. Esta
se ubica principalmente en el sur del estado de Morelos (con una menor area en los estados de Puebla y
Guerrero), con altitud de 700 a 2400 msnm donde predomina el clima célido semihimedo con lluvias en
verano (CONABIO 2002). Se muestre6 en 4 sitios con condiciones climaticas y de vegetacion similares (Fig.
3). Dos sitios con la principal fuente de contaminacion que son el jal de Huautla (JH; 18.440097° N,
99.032090° O) y el jal de Rancho Viejo (JRV; 18.4359175° N, 99.022905° O) teniendo entre si una distancia
de 1.07 km. Un sitio intermedio rio abajo del afluente del Rio Rancho Viejo (RRV; 18.422676° N, 99.013260°
0). En este sitio no hay jales, pero recibe sedimentos contaminados pues se encuentra a 2.76 km rio abajo
de los jales. Finalmente, un sitio control, en el rio Quilamula (QM; 18.512921° N, 99.014515° O). El sitio
control se localiza rio arriba a 8.31 km de los jales. Considerando la distancia entre los sitios de muestreo, y
la conducta territorial durante todo el afio de las especies de estudio, existe una baja probabilidad de que los
individuos se muevan entre sitios. Por lo que los sitios son independientes. Ademas, en este estudio no se

presentaron re-capturas entre sitios, pero si hubo recapturas intra-sitio.

cQM

deba

A

Leyenda

@ Sitios de estudio

® |Localidades
—— Rio
[ Perimetro de la REBIOSH
OpenStreetMap

0 0.5 1km
e =]

Figura 3: Ubicacion geografica de area de estudio con puntos de muestreo. JH: Jal de Huautla, JRV: Jal de Rancho Viejo, RRV: Rio

Rancho Viejo, CQM: Rio Quilamula (control). Dentro de Reserva de la Biosfera Sierra de Huautla, Morelos.
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V.2 Especies de estudio

En el orden Paseriformes se encuentra la familia Icteridae que esta distribuida en toda América.
Particularmente en México, esta familia estd ampliamente distribuida, al igual que en el estado de Morelos
(Gavifio de la Torre, 2015). En la Sierra de Huautla se encuentran registradas 10 especies de Icteridae
(Ramirez-Albores y Ramirez-Cedillo, 2002). Los individuos, generalmente son de tamafio pequefio a
mediano con un pico robusto y puntiagudo. La mayoria de las especies de esta familia presentan un
dimorfismo sexual muy marcado. Cuenta con una gran variedad de colores desde el plumaje completamente
negro hasta colores amarillos, naranjas o rojos sumamente llamativos (Gavifio de la Torre, 2015). Las
especies de estudio difieren en coloracién como en habitos alimenticios y espaciales, pero presentan una
estrecha relacion debido a que Molothrus aeneus parasita el cuidado parental de Icterus pustulatus.

Icterus pustulatus es conocida como calandria dorso rayado o calandria de fuego. La informacién
sobre la historia natural de la especie ofrecida en este estudio se bas6 en la obra de Gavifio de la Torre
(2015). La especie se distribuye en zonas tropicales y subtropicales en altitudes desde el nivel del mar hasta
2000 msnm. Los individuos se alimentan de insectos, frutos, néctar y semillas. Estas aves, son
extremadamente territoriales, con un tamafio de territorio aproximado de 800 m2. La época reproductiva
ocurre entre mayo y agosto. El nido lo construyen las hembras tejiendo una estructura colgante de fibras de
plantas y estas ponen de 3 a 5 huevos. Los individuos tienen el plumaje de la espalda con rayas en colores
naranjas y negros. Ambos sexos son de colores llamativos; el macho cuenta con una corona oscura, los
lados de la cabeza y el cuello son de color rojo naranja, un tono negro en las alas, garganta y cola; pico negro
con la base azulada; iris café oscuro y patas azuladas. La hembra presenta una coloracion similar al macho,
pero con colores menos brillantes, cola negra con las plumas de la cola color oliva y la punta blanca.

Molothrus aeneus conocida como tordo de ojo rojo. La informacion sobre la historia natural de la
especie ofrecida en este estudio se basé en la obra de Gavifio de la Torre (2015). La especie se distribuye
en zonas tropicales y subtropicales, en altitudes desde el nivel del mar hasta 2200 msnm. Los adultos son
casi exclusivamente granivoros, consumen semillas que generalmente se encuentran en pastos o
matorrales, también pueden consumir insectos. Las crias solo se alimentan de insectos. La época
reproductiva ocurre de abril a finales de junio. El cortejo lo realizan a nivel del suelo; el macho intenta llamar
la atencion de la hembra erizando su plumaje “aparentando” tener un mayor tamario. Los individuos de la
especie no construyen nidos pues parasitan los nidos de otras especies, con frecuencia nidos de calandrias.
Las hembras ponen un huevo por dia en los nidos activos de otras especies y varias hembras pueden poner
huevo en el mismo nido. Las crias son altriciales y dejan el nido a los 11 dias. EI macho es negro con reflejos
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verdosos, violeta o cafés; el pico es negro, conto y grueso; iris rojo. La hembra es de color negro descolorido
o café oscuro: el iris café oscuro; de menor tamafio que el macho. Se observa en bandas numerosas.

En este trabajo se colecto tejido sanguineo en un tamafio de muestra de 43 Icterus pustulatus (31
machos y 12 hembras) y 18 Molothrus aeneus (9 machos y 9 hembras). La distribucion de esta muestra entre

sitios esta detallada en la tabla 1.

Tabla 1. Distribucién de Icterus pustulatus y Molothrus aeneus en los sitios de muestreo,

Sitio Sexo . Pustulatus M. aeneus

Hembras 5 2

Jal Huautla Machos 8 4
Total 13 6

Hembras 2 6

Jal Racho Viejo Machos 9 1
Total 11 7

Hembras 4 0

Rio Rancho Viejo Machos 6 3
Total 10 3

Hembras 1 1

Quilamula Machos 8 1
Total 9 2
TOTAL 43 18

V.3 Captura de aves y toma de muestras sanguineas

Se colocaron redes de niebla (6 y 12m de largo, con paso de malla 36mm) en los puntos de muestreo
durante los meses de mayo y junio (transicién entre secas y lluvias) alternando los sitios cada dia, desde el
amanecer (aproximadamente entre 06:30 y 07:00 h) hasta las 13:00 h. Para atraer a los individuos de cada
especie se utilizaron grabaciones de conespecificos. Las redes fueron constantemente monitoreadas y las
aves que eran capturadas se extraian de las redes para ser procesadas de manera inmediata para que
sufrieran el menor estrés posible. Se contd con un permiso de colecta cientifica de SEMARNAT con numero:
SGPA/DGVS/03032/17.
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Los individuos fueron anillados para su identificacién individual con anillos de plastico de color y un
anillo de aluminio, este anillo contenia un numero Unico para cada individuo. Para obtener el frotis y el
hematocrito, de la vena braquial se extrajo una muestra de sangre de hasta 75 L, dentro del 1% del peso
corporal recomendado para no afectar negativamente a los individuos (Samour, 2005). Como parte de otros
estudios con los mismo individuos, en cada ave capturada se le tomaron las siguientes variables: longitud de
tarso, longitud alar, se califico la forma y tamafio de los mUsculos pectorales, se determiné la categoria de
edad, el sexo, y caracteres sexuales (parche de incubacion en hembras de Icterus pustulatus y protuberancia
cloacal en machos). También, se tomaron fotografias de cada individuo, y se hizo un breve experimento

conductual. Después de la manipulacion, cada individuo fue liberado en el mismo sitio de colecta.

V.4 Preparacion de muestra y captura de fotografias

Inmediatamente después de extraer la muestra de sangre, se colocd en un portaobjetos una gota
(~1uL) y se realizaron al menos dos frotis de cada individuo. Los frotis se fijaron con metanol durante diez
minutos dentro de las siguientes 6 horas después de la colecta. Los frotis se tifieron con colorante Wright-
Giemsa durante un minuto. Una vez tefiido, cada frotis se identifico el de mejor calidad mirando al
microscopio a una magnificacién de 40x. En cada frotis se localizé una zona en donde los eritrocitos tuvieran
una distribucion homogénea y sin sobrelapamiento celular. Para esto, se utilizé el objetivo 1000x y aceite de
inmersion y moviendo el frotis de manera sistematica para evitar repeticion de células. Cada campo elegido
se fotografio, por lo que se tuvieron 15 campos independientes por frotis, para obtener alrededor de 2,000-

2,500 células disponibles para contabilizar (adaptado de Moreira et al., 2017).

V.5 Analisis sanguineo
Para la prueba del hematocrito (HCT) se emplearon tubos capilares con la muestra de sangre
obtenidas anteriormente. Esta muestra se centrifugo por 10 minutos; luego, con un vernier digital se midié la

altura de la muestra completa y la capa de eritrocitos. Se calculé el HCT usando la siguiente formula:

medida capa de eritrocitos
HCT =

medida total del capilar
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Para la cuantificacion de eritrocitos, en un minimo de 1000 células con la membrana intacta, por
individuo se determin6: el porcentaje de alteraciones morfolégicas nucleares, el porcentaje de
malformaciones del citoplasma y el indice de eritrocitos policromaticos. El conteo de eritrocitos se realizd con
la ayuda de programa Fiji (Schindelin et al,. 2012) usando el contador “multipoint”. Las fotografias que se
utilizaron se eligieron de manera aleatoria con el programa de Excel (formula: =aleatorio_entre (1, 19)),
cuidando que la fotografia contara con la calidad adecuada (si era de mala calidad, se tomd en cuenta la
siguiente que se considerd adecuada). Se contaron fotografias completas hasta completar el minimo de 1000
eritrocitos (con la membrana intacta) contados por individuo. Ademas de elegir las fotografias al azar, los
conteos se hicieron de forma ciega con respecto al sitio donde fue capturado el individuo para evitar cualquier
sesgo del observador. Para poder establecer conteos independientes en cada tipo celular se asignaron
marcas de colores a cada célula, en donde se utiliz6 el color amarillo para los eritrocitos maduros normales,
color rosa para los eritrocitos maduros anormales, turquesa para los eritrocitos policromaticos normales,
verde para los policromaticos anormales y azul para las células que no fueron contadas (ej. por estar cortadas
por la orilla de la fotografia o por estar lisiadas) (Fig. 4a). Para fines practicos del programa Fiji, las
anormalidades nucleares y del citoplasma, asi como la presencia de hemoparasitos se consideraron en las
células anormales, y estas fueron marcadas de color rosa o verde dependiendo de si eran eritrocitos maduros
o policromaticos. Se llené una hoja de registro con la informacion de cada individuo, observador, fecha en la
que se realizé el conteo, nimero de fotografias que se utilizaron, y en dichas hojas se hacian las distinciones
en cuanto a las anormalidades que presentaban cada eritrocito (Fig. 4b). En este estudio, se cuenta también
con una base de Excel en donde se tienen los datos de cada fotografia, tomando en cuenta los totales de

cada individuo y de cada categoria marcada en el contador Fiji.
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Individuo: Fotos: Observador: Fecha:

>
O OO

Noermal Poikilocitos (deformes) Aglobado (células “D”)

Maduros

- Parasitado? No Si No Si No

Si

Normal

Movido

sangrado
Micronuclea

o

Estracho Asim.

Binucleado
Estrecho Sim.

Anucleado

-
-
-~
S
-

Policromaticos

Normal
Movido
Sangrado

Micronucleo

Estrecho Asim.

Binucleado

Estrecho Sim.

90600080

Anucleado

TOTAL CONTADO:
Maduros: Normales: Anormales:

Policromaticos: Normales: Anormales:

Figura 4a. Células marcadas con el programa Fiji. Figura 4b. Hoja de registro para el conteo celular de
Amarillos: eritrocitos maduros normales, Rosa: eritrocitos maduros cada individuo, con division por categorias.
anormales, Turquesa: eritrocitos policromaticos normales, verde:

eritrocitos policromaticos anormales, azul: células no contadas.

Los conteos de llevaron a cabo de manera conjunta entre dos observadores por lo que antes de
iniciar la colecta de datos de conteos, se hicieron ejercicios de repetibilidad para lograr una confiabilidad
inter-observador del 95% en la clasificacion de las células. Ademas, se realizaron célculos de confiabilidad
intra-observador contando la misma foto una segunda vez para una submuestra de las fotos para confirmar
que se hayan mantenido constantes los criterios a través del tiempo.

En la cuantificacion de hemoparasitos se tomd en cuenta la prevalencia de parasitos si en el conteo se observd
al menos un parasito. Para la prevalencia de Haemoproteus se contabilizaron los eritrocitos infectados en el conteo
que se realiz6 para cuantificacion de eritrocitos. En el caso de la intensidad de hemoparasitos se realizé un conteo de
1000 eritrocitos con membrana intacta para detectar la cantidad de células parasitadas aplicando la siguiente férmula.
Para la presencia de Microfilaria, se realizé un barrido en todo el frotis, desplazando la laminilla de forma sistematica,
posterior al conteo de células por el frotis.

La férmula que se utilizd para obtener la intensidad parasitaria fue:

eritrocitos infectados

intensidad parasitaria = - -
total de eritrocitos
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V.6 Analisis de datos

El analisis de realizé con ayuda del programa R (R Core Team, 2019). La inspeccion visual de los
histogramas de cada variable sugiri6 que no se conformaban con una distribucién normal, por lo que se
procedio a realizar pruebas estadisticas no paramétricas. Para la comparacion entre especies (dos grupos)
se realiz6 una prueba de suma de rangos de Wilcoxon. Para la comparacién entre sitios (cuatro grupos) se

utilizé un ANOVA Kruskal-Wallis. El nivel de significancia considerado fue de P < 0.05.
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VI. RESULTADOS

V1.1 Hematocrito

Se calcul6 el hematocrito para los individuos de los cuales se logré obtener una muestra de sangre
suficiente (15 Molothrus aeneus'y 34 Icterus pustulatus). El valor del HCT se encuentra dentro de un rango
que va desde los 0.40 a los 0.75. La mayoria de los individuos se encuentran alrededor de 0.50, que es
considerado un valor normal para aves silvestres (Fig. 5). Ninguno muestra un valor por debajo de los 0.35,

que seria indicativo de anemia (Campbell, 2015).

Hematocrito
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Figura 5: Distribucion de valores de Hematocrito en Icterus pustulatus y Molothrus aeneus en Huautla, Morelos.

No se encontraron diferencias en el hematocrito entre especies (P= 0.3509) ni entre sitios dentro de
cada especie (/. pustulatus: P=0.11138, M. aeneus: P=0.3055).

VI. 2 Caracterizacion y conteo de eritrocitos normales y anormales
En ambas especies se encontraron tanto células maduras como policromaticas normales y con
anormalidades, sin embargo, los tipos y combinaciones de malformaciones difirieron entre especies. Las

diferencias de cada especie estan ilustradas en la figura 6.
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Tomando en cuenta los eritrocitos tanto maduros como policromaticos, las dos especies comparten
17 categorias, 12 de las cuales solo se encontraron en |. pustulatus y solo 2 se encontraron solo en M.
aeneus. En eritrocitos maduros con membrana completamente normal, se encontraron todas las variaciones
morfolégicas nucleares en I. pustulatus, y 16 de las categorias de anormalidades (ya sea en citoplasma,
nucleo, o presencia de parasitos) en células maduras se encontraron en [. pustulatus. De estas mismas 11
se encontraban presentes en ambas especies. M. aeneus cuenta con menor representacion de eritrocitos

maduros parasitados, con solo un apartado con esta descripcion.

Individuo: Fotos Observador: Fecha
Normal Poikilocitos (deformes) Aglobado (células “D")
[ 7] I. pustulatus
= [OCHO . Y
_ Maduros . - M. aeneus
= Parasitado? No Si No Si No Si

:.: Normal | | | 1] | 101 1 | Ambas especies

rJ Movido [ | |l I ||

- Sangrado [ | I 1] I |

CORKT 1

P‘* Micronucleo | |

ﬁ Estrecho Asim. | [ ] |

- Binucleade 1

b -

- Estrecho Sim. [

= , '

L 4 Anudeado

) Policromaticos )

(O I | || Il [ | | /)

& Movido ) |
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P.a Micronucleo | |

pg Estrecho fsim. | T | — |

- Binucleado

> : -

- EstrechoSim. | ]

b a Anucleado

TOTAL CONTADO:
Maduros: Normales: Anormales:
Policrométicos: Normales: Anormales:

Figura 6: Desglose de categorias en eritrocitos con morfologia variante detectadas al menos una vez en cada especie. Celdas con color
amarillo indican subcategorias con representacion solo en Icterus pustulatus, en verde oscuro solo para Molothrus aeneus y verde claro para

ambas especies.

En ambas especies habia subcategorias con valores muy bajos que no permiten el analisis individual
de cada una, por lo que se hicieron las siguientes agrupaciones de malformaciones similares (Fig. 7).

o Maduro Movido: Suma de eritrocitos maduros de citoplasma normal con el nucleo movido,
eritrocitos maduros poiquilocitos con el nucleo movido, policromaticos normales con nucleo movido y

policromaticos poiquilocitos con nucleo movido por individuo.
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o Maduro con Hendiduras: Suma de eritrocitos maduros con citoplasma normal, pero nicleo
que presenta un tipo de hendidura sin llegar a una separacion completa (Sangrado, estrecho Asimétrico,
Estrecho Simétrico) por individuo.

o Maduro con Nucleo Separado: Suma de eritrocitos maduros con citoplasma normal, pero
con nucleo completamente separado (Micronucleos, binucleados) por individuo.

o Maduro poiquilocito: Eritrocitos maduros con forma asimétrica o puntiaguda (poiquilocitos)

con nucleo normal.

o Se encontro un eritrocito maduro poiquilocito anucleado que se agregd a esta categoria.

o Se encontr6 un eritrocito maduro poiquilocito con el nucleo sangrado que se agrego a esta
categoria

o Policroméatico Anormal: suma de todos los eritrocitos policromaticos anormales, ya sea en

citoplasma o nucleo.
o Policromatico total: Suma de eritrocitos policromaticos completamente normales y

eritrocitos policromaticos anormales (poiquilocitos, aglobados y parasitados)

o Eritrocito Aglobado: Suma de eritrocitos maduros aglobados y eritrocitos policromaticos
aglobados.
o Eritrocito Parasitado: Suma de eritrocitos maduros parasitados y eritrocitos policromaticos

parasitados, tanto normales como anormales (Fig. 8).

Figura 7: Agrupaciones de eritrocitos de acuerdo a su anormalidad en el nicleo. (A) Maduro movido (Eritrocitos con el nicleo rotado
y movido); (B) Maduro con hendiduras (Eritrocitos con niicleo sangrado, estrecho asimétrico, estrecho simétrico); (C) Maduros con Nucleo
Separado (Microncleo, binucleado).
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Figura 8: Eritrocitos parasitados. (A) eritrocito policromatico parasitado con citoplasma y ntcleo normal; (B) eritrocito maduro

parasitado, con citoplasma y nlcleo normal; (C) eritrocito parasitado con citoplasma anormal y nucleo rotado.

Todas las categorias son mutuamente excluyentes a excepcion de “policromaticos totales” que
incluye a todas las categorias de policromaticos. Debido a que el conteo total varia entre individuos, el total
de cada categoria de anormalidad fue dividido entre el total de células contadas antes del analisis. En el
conteo de un /. pustulatus se encontrd un eritrocito maduro con citoplasma normal anucleado que no se tomo
en cuenta debido a que fue el Unico que se detectd y no era compatible con ninguna de las categorias.

Para comparar entre especies, se obtuvieron las medianas y el rango intercuartil de cada categoria
en cada especie. En términos generales, I. pustulatus tuvo mayor variabilidad (rango total y rango intercuartil
méas amplio) en los indices de malformacién que M. aeneus (Tabla 2). Se encontraron diferencias
significativas entre especies en la categoria de policromaticos Normales, Eritrocitos Parasitados y Eritrocitos
Aglobados (tabla 2).

Tabla 2. Valores de mediana y rango intercuartil (IQR) en . pustulatus y M. aeneus y valores de p de la comparacién entre las dos

especies (prueba de suma de rangos de Wilcoxon).
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Icterus pustulatus Molothrus aeneus Ambas especies
Mediana IQR Mediana 1QR P
Maduro Narmal 2.75x10-3 3.89x10-3 2.82x10-3 2.33x10-3 0.968)
Maduro con Hendidura 5.94x10-3 7.24x10-3 5.19x10-3 0.0115 0.6296
Maduro con Nucleo Separado 0 9.65x10-4 9.26x10-4 9.80x10-4 0.325
Maduro Poiguilocito 6.70x10-3 9.99x10-3 4.70x10-3 5.36x10-3 0.3189
Policromatico Normal 0.0508 0.0439 0.0664 0.0209 7.560x10-4
Policromatico Anormal 0.0217 0.0296 0.0113 0.032 0.394
Eritrocito Parasitado 4.87x10-3 7.27x10-3 ] 0| 2.634x10-6
Eritrocito Aglobado 9.27x10-4 1.93x10-3 0 0.88x10-4 0.0106

VI.2.1 Eritrocitos Aglobados

La proporcion de eritrocitos aglobados fue significativamente mayor en /. pustulatus en comparacién

con los individuos de M. aeneus (P=0.0106) (Fig. 9).
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Figura 9. Comparacion entre /. pustulatus y Molothrus aeneus en la proporcion de eritrocitos aglobados.

V1.2.2 Eritrocitos Policromaticos Normales

Los rangos en los indices de policromacia para cada especie fueron:
o I. pustulatus: 4.85 - 21.89%

o M. aeneus: 5.6 — 10.66

En los andlisis comparando las especies se encontré una diferencia significativa en los valores de

los indices de policromacia (P= 7.564x104); I. pustulatus muestra una mayor proporcién de eritrocitos

policromaticos a comparacion de M. aeneus (Fig. 10).
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Figura 10. Comparacion entre /. pustulatus y Molothrus aeneus en la proporcion de eritrocitos policromaticos.

VI.2.3 Eritrocitos Parasitados
Los rangos en los indices de parasitemia para cada especie fueron:
. I. pustulatus: 0 — 2.44%

. M. aeneus: 0 -0.4%

Los individuos que presentaron mayor proporcion de eritrocitos parasitados fueron /. pustulatus, de
Quilamula y Jal Huautla con 22.23% y 22.98% respectivamente.
Se encontrd un individuo /. pustulatus de Quilamula con presencia de Microfilarias en el barrido de

frotis previo al conteo (Fig. 11).

Figura 11. Microfilaria en frotis de sangre de Icterus pustulatus.
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Los valores para la proporcién de eritrocitos parasitados resulto significativa en la comparacién entre
especies (P= 2.634x10%) en donde M. aeneus presenta un menor indice de parasitemia que /. pustulatus
(Fig. 12).
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Figura 12. Comparacion entre I. pustulatus y Molothrus aeneus en la proporcion de eritrocitos parasitados.

VI. 3 Comparacion entre sitios
No encontramos diferencias significativas entre sitios en ninguna de las dos especies en las
categorias de morfologia nuclear y citoplasmatica variante de los eritrocitos, los indices de policromacia y

parasitismo, o el hematocrito (tabla 3).

Tabla 3 Valores de P para la comparacion de variables de respuesta en categorias de morfologia de eritrocitos entre /. pustulatus y

M. aeneus.
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Variables de respuesta Icterus pustulatus Molothrus aeneus

%Maduros Movidos 0.147 0.251
%Maduro con Hendidura 0.369 0.892
%Maduro Nucleo Separado 0.428 0.163
%Maduro poiquilocito 0.069 0.295
%Policromatico Total 0.743 0.915
%Policromatico Anormal 0.124 0.878
%Eritrocitos Parasitados 0.879 0.311
%Eritrocitos Aglobados 0.170 0.375
Hematocrito 0.111 0.306

VIl. Discusion

En este estudio se determinaron valores de hematocrito y se caracterizaron alteraciones
morfolégicas nucleares y citoplasmaticas en eritrocitos, indices de policromacia y parasitemia, y presencia
de hemoparasitos en Icterus pustulatus y Molothrus aeneus, con el fin de determinar valores basales para
estas especies en vida libre en el estado de Morelos. Realizamos comparaciones entre estas dos especies
y determinamos si estos valores diferian dependiendo de la cercania a desechos mineros con contenidos
elevados de metales pesados. No encontramos diferencias significativas en el hematocrito de /. pustulatus y
M. aeneus, gran parte de los individuos presentaron un rango normal (HCT= 0.50) y ninguno se encontr6 por
debajo del valor indicativo para anemia (HCT= 0.35). En cuanto a las alteraciones morfolégicas de los
eritrocitos, encontramos diferencias importantes entre especies. Aunque las dos especies comparten la
mayoria de las categorias dentro de alteraciones morfoldgicas del nucleo, /. pustulatus cuenta con una mayor
diversidad de alteraciones del nucleo en eritrocitos maduros comparado con M. aeneus. En eritrocitos con
malformaciones citoplasmaticas, ambas especies presentaron un gran nimero de eritrocitos poiquilocitos

maduros. . pustulatus presentd una mayor cantidad de eritrocitos aglobados, al igual que un indice de
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policromacia mayor y una mayor variedad de alteraciones nucleares en eritrocitos poiquilocitos
policromaticos respecto a M. aeneus. El indice de parasitemia y la proporcion de eritrocitos parasitados fue
significativamente mayor en I. pustulatus que en M. aeneus. No hay diferencia entre los sitios contaminados
y el sitio control en ninguna de las variables.

A pesar de no encontrar diferencias significativas entre especies en el nimero de células con
alteraciones morfologicas nucleares, se puede observar que I. pustulatus muestra una mayor variedad de
estas alteraciones. Esto podria deberse a diferencias inter-especificas en la fisiologia y el control de
eritropoyesis, a la alimentacion o el uso del habitat, y/o a la presencia de hemoparasitos (la cuél fue
significativamente mayor en /. pustulatus que en M. aeneus). Se ha demostrado que diferentes factores como
el habitat, la edad de los individuos y la presencia de grasa corporal afecta significativamente la intensidad
parasitaria en los individuos a nivel intra-especifico (Cadena, 2015). Seria interesante explorar estos factores
a nivel intra- e inter-especifico en un estudio con mayor tamafio de muestra en estas dos especies. De igual
manera, el estrés al que son sometidos los individuos puede cambiar esta interaccién debilitando o
favoreciendo a los organismos (Gutiérrez, 2015). Las aves que viven en general con menos estrés muestran
niveles mas bajos de parasitemia. Por ejemplo, un estudio realizado en Brasil por Tostes en 2015, muestra
aves que se encuentran en cautiverio con una prevalencia de Plasmodium y Haemoproteus de 1.51%. Sin
embargo, no es claro que tan comparables son los datos obtenidos de individuos que se encuentran en
cautiverio con individuos de vida libre. Los animales silvestres, a diferencia de aquellos que viven en
cautiverio, presentan condiciones diferentes, se enfrentan a factores que provocan estrés entre los individuos
como lo es la busqueda de alimento, el escapar de depredadores y la reproduccion.

Ambas especies del estudio se relacionan frecuentemente debido a que M. aeneus parasita los nidos
de I. pustulatus por lo que son sometidas a estrés similar, cuando son polluelos (al crecer en los mismos
nidos), pero este es diferente como adultos. El parasitismo del cuidado parental es considerado una
estrategia adaptativa para el ave parasita mientras que para el hospedero es perjudicial, dado que disminuye
su éxito reproductivo, reduce el éxito de eclosién de sus propias crias al igual que reduce la tasa de
crecimiento de los pichones lo que dificulta la supervivencia de los mismos una vez que abandonan el nido
(Reboreda et al., 2013). Estos efectos sumados al tiempo y esfuerzo que se debe de emplear en hacer un
nido, cuidar y defender a “sus” crias y buscar alimento para los pichones deja a /. pustulatus con un mayor
gasto energético, mayor susceptibilidad a los cambios que ocurren en su entorno, y mayor exposicion a los
contaminantes en el ambiente, lo cual puede producir efectos genotdxicos (Suarez-Rodriguez y Marcias

2014), y una exposicion constante a los parasitos. Esto se podria reflejar en una elevada cantidad de
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anormalidades de los eritrocitos (en forma del citoplasma y del nucleo), mayor cantidad de eritrocitos
policromaticos normales y anormales (ej. mayor tasa de reemplazo de eritrocitos), presencia de células
aglobadas y mayor prevalencia e intensidad de hemoparasitos como Haemoproteus sp. y microfilarias en /.
pustulatus. En cambio, los adultos de M. aeneus al no construir nido, encargarse del cuidado de éste ni
buscar alimento para sus crias, pueden tener un menor gasto energético y menor exposicion a los
ectoparasitos que se encuentran en el nido (Davies, 2000). En otras palabras, los adultos de M. aeneus se
exentan de una de las fuentes de estrés mas fuertes para /. pustulatus, que es el cuidado parental. Dentro
del conteo de eritrocitos, M. aeneus muestra mayor cantidad de eritrocitos maduros completamente
normales, menor cantidad de eritrocitos policromaticos normales y anormales, no cuenta con parasitos
Haemoproteus sp. y tampoco se observaron microfilarias en el barrido inicial. No presenta células aglobadas
y dentro de los eritrocitos maduros presenta en general menos representacion en las categorias de
anormalidades de los sitios.

La coloracién es otro factor potencialmente estresante debido a que se requiere para su expresion,
una inversion importante. Las especies del estudio presentan coloraciones muy diferentes. La coloracion
predominante de . pustulatus es a base de pigmentos carotenoides (amarillo, naranja, rojo), lo que puede
demandar mas antioxidantes y convertirse en un estrés adicional para esta especie. Los individuos tienen
que demostrar que pueden lidiar con el estrés oxidante al mismo tiempo que mantiene su coloracién y los
antioxidantes y/o pigmentos carotenoides que invierten en el plumaje no pueden ser utilizados en el sistema
inmune ni para contrarrestar el estrés oxidante (Monaghan et al., 2009). En cambio, M. aeneus no tiene
coloracién de plumaje a base de carotenoides, sino coloracion a base de melaninas (negro, café, gris) y los
machos, cierta iridiscencia (coloracion estructural). Las diferencias entre eritrocitos policromaticos, aglobados
y prevalencia de hemoparasitos que se presentan entre Icterus pustulatus y Molothrus aeneus también
podrian ser diferencias que existen entre las especies debido a diferencias en la fisiologia, balance oxidante,
ylo control de eritropoyesis. I. pustulatus puede ser naturalmente mas propenso a tener paréasitos o M. aeneus
tener un mejor sistema inmune que le ayude cuando parasita los nidos de especies diferentes. Por esta
razon, es de gran importancia contar con valores base que sirvan de referencia para cada una de las
especies, con estos valores se puede determinar si se encuentran dentro del rango normal para su especie
o los individuos de /. pustulatus y M. aeneus se ven afectados por un factor externo.

Hay varios ejemplos donde las alteraciones morfolégicas nucleares y la prevalencia de
hemoparasitos que se ven afectadas por la presencia de contaminantes (Samour, 2005; Geens et al., 2010;

Gonzales, 2015; Ruiz-Garcia, 2017). Aqui, no encontramos diferencias significativas entre sitios a diferentes
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distancias de una fuente de contaminacion minera. Sin embargo, al comparar nuestros valores con un conteo
similar al realizado por Moreira y colaboradores (2017) en donde se evaluaron aves en cautiverio expuestas
a contaminantes de la industria de la curtiduria, nuestras dos especies de estudio mostraron una proporcion
mayor (17.57% y 16.81% respectivamente) en la categoria de “eritrocitos con hendidura” comparado con el
grupo expuesto a contaminantes para dicho estudio (10-13%). Ademas, para el total de anormalidades
nucleares nuestras especies de estudio tuvieron valores por arriba de los valores para el grupo control del
estudio con el que comparamos (8-10%), (/. pustulatus 24.1% y M. aeneus 22.2%). Como se ha mencionado
con anterioridad, los valores obtenidos en estudios realizados con animales en cautiverio, no son
necesariamente comparables con valores obtenidos en animales en vida libre. Lo anterior, debido a que
factores como la alimentacién ad libitum y eliminaciéon de estrés como evitar la depredacion altera
drésticamente las condiciones de vida. Sin embargo, son pocos los estudios realizados en animales
silvestres, dejando poca literatura con la que se podrian comparar estas especies (Ruiz-Garcia, 2017). No
se debe de olvidar que, si bien, en Quilamula no se encuentran contaminantes por metales pesados
procedentes de la mineria, es posible que haya contaminacion de otros tipos, por ejemplo, por agroquimicos,
como el herbicida de amplio espectro Glifosato. La actividad agricola también afecta la estabilidad de los
individuos que se encuentran constantemente expuestos a los contaminantes, lo cual no solo provoca un
aumento en la cantidad de alteraciones morfologicas nucleares, sino también produce un cambio, en la
prevalencia e intensidad parasitaria que tienen los organismos (Ruiz-Garcia, 2017). También es importante
considerar que, debido a que en nuestro muestreo usamos red de niebla, solo tenemos registrados individuos
vivos, capaces de volar y llevar a cabo sus actividades diarias. Por lo tanto, los individuos que disminuyen
su actividad a causa de infecciones parasitarias fuertes o que mueren por dafios fisioldégicos por
contaminacion, no se atrapan en las redes por lo que estos no se contemplaron en nuestro estudio. Por lo
que puede existir un sesgo, y no es claro si este potencial dafio severo esta distribuido de forma homogénea
entre los sitios. Por lo tanto, es recomendable realizar un estudio mas amplio realizando un seguimiento a
largo plazo de los individuos en cada uno de los sitios para determinar si hay diferencias entre sitios en
variables de historia de vida como la longevidad, tasas de mortalidad, y éxito reproductivo.

Si bien los niveles en la morfologia nuclear variante de los eritrocitos de aves silvestres pueden variar
por rasgos individuales y de especie (Evans, 2008), también depende de los métodos utilizados en la toma
de muestras sanguineas, el sitio de puncidn elegido, la respuesta de sangrado de los individuos y el método
de conservacién de las muestras (Maceda-Veiga et al., 2015). Por lo tanto, es de gran importancia comenzar

a estandarizar los métodos y generar valores basales con los que se puedan realizar futuras comparaciones.
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Un anélisis adicional en I. pustulatus evaluando los individuos parasitados contra los no parasitados podria
reflejar si hay una correlacidn directa con la presencia de hemoparasitos y la cantidad de anormalidades en
los eritrocitos, Por ejemplo, si la presencia de hemoparasitos esta asociada con una mayor proporcion de
eritrocitos policromaticos (generando anemia regenerativa) normales y anormales, y la presencia de células
aglobadas. O por otro lado, la presencia de hemoparasitos y la proporcién elevada de anormalidades de los
eritrocitos podrian ser dos consecuencias de un tercer factor, que puede ser que el estrés los haga mas

susceptibles a los cambios en el habitat y la presencia de contaminantes.
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VIIl. PERSPECTIVAS

Dentro de los valores obtenidos para Icterus pustulatus y Molothrus aeneus en este estudio, se puede
observar una diferencia muy clara dentro de la morfologia variante en el citoplasma de los eritrocitos
(eritrocitos aglobados), indices de policromacia y parasitemia entre estas dos especies. Sin embargo, hace
falta realizar futuros estudios para poder determinar si las diferencias en estos valores son debido a una
diferencia intrinseca entre especies que difieren en habitos de alimentacion y conducta o, por otro lado,
depende de un factor externo que provoca esta variacion. No se presentaron variaciones en los valores
obtenidos con relacion a la cercania a los desechos mineros, pero se observaron promedios altos en los
valores de morfologia nuclear variante de los eritrocitos comparado con estudios en cautiverio, incluso en los
individuos que se encuentran en el sitio control (Quilamula). Por lo tanto, se recomienda realizar un estudio
determinando los valores para estas dos especies en un sitio sin presencia de actividades agricolas y otras
posibles perturbaciones antropogénicas para descartar posibles alteraciones por otro tipo de contaminacién.
También seria valioso hacer conteos de mayores numeros de células para llegar a cuantificaciones
confiables de alteraciones especificas como la presencia y conteo de micronucleos que se podrian comparar
con otros estudios. De igual manera, un estudio con tamafio de muestra donde se analicen por separado
edad/sexo, para conocer los posibles diferentes efectos de los contaminantes sobre diferentes grupos,
explorando diversos factores a nivel intra e inter-especificos de estas dos especies. Los estudios
hematoldgicos son de gran importancia al dar un resumen del estado de salud de los individuos; aportan una
gran cantidad de informacién sin necesidad de sacrificar a los individuos, por lo que es importante comenzar

a generar valores basales para aves que se encuentran en vida libre para permitir futuras comparaciones.
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