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Como principal objetivo de este trabajo se obtienen los valores morfométricos mas importantes de
los eritrocitos del triton jaspeado (Triturus marmoratus): longitud de los ejes mayor (dy) y menor (dx),
longitud (dn) y anchura (an) del ntcleo, y superficies del hematie (Se) y del nticleo (Sn), ademas de
los valores del hematocrito. Se compara el tamafio de los hematies de T. marmoratus con los de
varias especies de anuros y urodelos, para la cual se realiza una comparacion interespecifica de la
relacién entre el nimero de eritrocitos (N) y el eje mayor o la superficie de la célula, determinando-
se que T. marmoratus tiene unos eritrocitos grandes que lo sitan dentro del grupo de especies
muy ligadas al medio acuatico como Ambystoma maculatum, Proteus anguinus, Necturus maculosus
o Cryptobranchus alleganiensis, entre otras.

Key words: eritrocito; hematocrito; respiracion; tritén jaspeado.

Morphometric comparison of the erythrocytes between Triturus marmoratus and other amphib-
ian species. In this work we obtained the main morphometric values of marbled newt (Triturus
marmoratus) erythrocytes: major axis length (dy), minor axis length (dx), nucleus length (dn), nucleus
width (an), nucleus surface (Sn) and erythrocyte surface (Se), as well as hematocrit values. These
morphometric values from T. marmoratus are compared with those of several species of anurans
and urodeles. With this purpose, we conduct an inter-specific comparison of the relationship be-
tween the number of erythrocytes (N) and the major axis length or the erythrocyte surface, deter-
mining that T. marmoratus has large erythrocytes, which place it within the group of species very
linked to the aquatic environment like Ambystoma maculatum, Proteus anguinus, Necturus macu-
losus, or Cryptobranchus alleganiensis, among others.

Key words: breathing; erythrocyte; hematocrit; marbled newt.

Comparaison de la morphométrie des érythrocytes de Triturus marmoratus avec celle des autres
espéces des amphibiens. Dans cet article, les principales valeurs morphométriques des érythro-
cytes de triton marbré (Triturus marmoratus) sont obtenus: longueurs des axes majeur (dy) et mi-
neur (dx), longueur (dn), largeur (an) et surface (Sn), et surface des érythrocytes (Se). Les valeurs
d’hématocrite sont également fournies. Ces valeurs morphométriques de T. marmoratus sont com-
parés avec plusieurs especes d’anoures et urodéles moyennant la comparaison inter-spécifique de
la relation entre le nombre d’érythrocytes et la longueur du axe majeur ou la surface des cellules,
déterminant que T. marmoratus a des tres grandes érythrocytes que le placent parmi le groupe
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d’especes étroitement liées a I’environnement aquatique comme Ambystoma maculatum, Proteus
anguinus, Necturus maculosus, ou Cryptobranchus alleganiensis, entre autres.

Key words: erythrocyte; hématocrite; respiration; triton marbré.

ARIKAN & CICEK (2014) presentaron una
revision de los principales aspectos hema-
toldgicos de anfibios y reptiles, entre ellos
la recopilacion morfométrica de los eritro-
citos de varias especies de anfibios entre
las que no se incluia el tritén jaspeado
(Triturus marmoratus), la especie analizada en
este trabajo. Nuestro objeto es tipificar la
morfometria de los hematies de T. marmo-
ratus con respecto a una escala ecofisiologica
definida por la relacion existente entre el
numero de eritrocitos y el tamafio de los
mismos (longitud del eje mayor y/o super-
ficie celular) en varias especies de anfibios,
escala que mostraria la influencia del tipo
de habitat utilizado por cada especie en
dicha relacion de pardmetros hematoldgi-
cos.

Evans (1939), en un estudio con pleto-
dontidos, establecié una correlacion nega-
tiva entre el tamafio de los eritrocitos y el
nivel de actividad de los mismos expresa-
do en forma de consumo de oxigeno, pre-
sentando las especies con los eritrocitos
mas grandes menores consumos de oxi-
geno. VERNBERG (1955) determind en va-
rias especies de urodelos una correlacion
positiva entre el tamafio de los hematies y
la masa corporal, sefialando que dos espe-
cies del género Ambystoma no se ajusta-
ban a dicha correlacién. ARIkan et al.
(2003) determinaron entre las especies
estudiadas en Turquia que los hematies
de los anuros tenian dimensiones y super-
ficies mas pequenas que los de los urode-
los. GUL et al. (2011) indicaron que, en
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anuros, los eritrocitos mas grandes apare-
cian en las especies terrestres y con mayor
actividad. Ruiz et al. (1989) sefalaron que
estas relaciones entre los habitos de cada
especie y el tamafio de los eritrocitos seria
una consecuencia derivada de determina-
das condiciones ambientales como la tem-
peratura y la presién atmosférica, mien-
tras que otros autores también han mani-
festado que se deberia a la actividad de
las especies asociada a la reproduccion,
hibernacién, depredacion, etc. (CamPBELL,
2004; ALLENDER & FRry, 2008). Entre los tra-
bajos mas recientes, GRENAT et al. (2009)
determinaron que los eritrocitos de indivi-
duos diploides de Odontophrynus ameri-
canus 'y Odontophrynus cordobae tenian lon-
gitudes, anchuras y superficies inferiores
a los de los tetraploides. Otros trabajos
previos también han correlacionado posi-
tivamente el tamafio del eritrocito con la
poliploidia (Kuramoro, 1981; GLoMSKY et
al., 1997; GrReGory, 2003).

El medio acuatico es muy deficitario en
oxigeno disuelto respecto de la atmdsfera
(MARGALEF, 1989; Picarp & Fang, 2002). La
evolucién nos ha demostrado que los or-
ganismos, para compensar dicho déficit,
han desarrollado estructuras con grandes
superficies de contacto como son las bran-
quias o la piel (Grassg, 1978). Cuando el
gradiente o diferencia de concentraciones
de cualquier gas entre dos medios es muy
grande se necesita superficie (area) para
que exista la difusién con el menor gasto
energético posible (ley de Fick). Fisiologi-
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camente los anfibios utilizan la plasticidad
(i.e. respiracion intermitente) y la eficien-
cia energética (Barja DE QuIroGa, 1993).
No es una casualidad que en los anfibios
con menor numero de eritrocitos, éstos
sean los mds grandes, es decir, tengan las
mayores
(intercambio). Tampoco es una casualidad
que las especies mas ligadas en su respira-
cion al medio acuatico (i.e. predominio de
la respiracion cutanea y/o branquial) ten-
gan los hematies mas grandes.

En este trabajo se plantea y argumenta,
como hipétesis plausible, que la relaciéon
inversa existente entre el tamafio de los
hematies y su niimero radica en el tipo de
respiracion predominante en las distintas
especies y sus poblaciones, y que T. mar-
moratus, por tratarse de una especie muy liga-
da al medio acuatico donde predomina la
utilizacién de la respiracidén cutdnea du-
rante su periodo de reproduccion en dicho
medio, se situaria en la citada escala entre
las especies con eritrocitos grandes.

superficies = de  contacto

MATERIALES Y METODOS

Los individuos de tritén jaspeado utili-
zados para la obtencion de muestras fue-
ron capturados en 12 charcas y posterior-
mente devueltos a las mismas, ubicadas en
las cuadriculas UTM de 1 x 1 km 30T
VN9494 (43°17'55,7”N, 03°04'26,370) y
30T VN9591 (43°16'18,5”N, 03°03'41.8”0)
(altitud 200-400 m). Dichos individuos se
capturaron en febrero de 2001 y se encon-
traban en periodo reproductor, puesto de
manifiesto en el desarrollo ovarico obser-
vado a través de la piel de las hembras en
su region ventral, en las libreas nupciales
de ambos sexos y en la observacion in situ
de cortejos nupciales.

Las charcas donde se recolectaros los
individuos forman parte del complejo de
humedales de la zona minera de Bizkaia,
integrado por 60 masas de agua, algunas
de caracter somero y estacional y otras,
correspondientes a antiguas minas de ex-
traccion de mineral de hierro (siderita y
goethita) a cielo abierto, con superficies de
hasta 2 ha y 40 m de profundidad. Estas
masas de agua han sido muestreadas pe-
riddicamente desde 1985 hasta la actuali-
dad, inventariando su flora y fauna (aves,
peces, anfibios, reptiles e invertebrados
del bentos y del plancton) y tomando
muestras de agua para su analisis fisico-
quimico. Las caracteristicas fisicoquimicas
y bidticas de estas charcas estan descritas
en detalle en Docampo (1995) y GoBIERNO
Vasco (2002). La vegetacion periférica son
saucedas con dominio de Salix atrocinerea
y la vegetacién acuatica estd integrada
principalmente por Cladophora sp., Cha-
ra fragilis, Lemna minor, Myriophyllium sp.,
Nasturtium officinale, Juncus effusus y Typha
latifolia. Las aguas son duras (172-252 mg
CaCO:s / 1), ligeramente alcalinas (pH = 7-
8,5) y oxigenadas (media + SD = 8,00
3,67 mg Oz /1). En primavera y verano la
concentracion de oxigeno disuelto es muy
variable a lo largo del dia en funcién de la
fotosintesis. Especialmente la fotosintesis
de las masas de Cladophora y Chara fra-
gilis vuelca el sistema carbénico-carbonatos
hacia la disminucién de la conductividad
y el incremento del pH hasta valores de 9
con el consiguiente aumento del oxigeno
hasta valores maximos registrados de 13,5
-15 mg Oz / 1. Sin embargo, se han obser-
vado individuos de T. marmoratus reali-
zando la parada nupcial en aguas con una
concentracion minima de 2 mg Oz /1. La
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temperatura maxima del agua en verano
oscila entre 20°C y 22°C con una media +
SD en verano de 11,6 + 4,0°C, y una tem-
peratura minima registrada en invierno
de 5°C, formandose capas de hielo en la
superficie de las charcas a pesar de lo cual
se han encontrado tritones realizando la
parada nupcial en estas condiciones.

En esta zona, T. marmoratus ocupa el
medio acudtico a finales de noviembre,
siendo los machos los primeros en coloni-
zarlo. A finales de junio, las charcas tem-
porales comienzan a secarse y los tritones
desaparecen de las mismas. En algunos
estanques con gran cobertura arborea en
su periferia se han observado tritones du-
rante todo el verano. En verano se han en-
contrado también individuos aislados en
el medio terrestre, bajo piedras, en tineles
mineros abandonados y en simas a 10 m
de profundidad (afloramientos de lenares).

En estos humedales T. marmoratus
cohabita con Lissotriton helveticus, Alytes
obstetricans, Pelophylax perezi, Bufo spinosus
e Hyla molleri. Como depredadores limné-
ticos naturales se encuentran Natrix natrix,
Natrix maura, L. helveticus y Gasterosteus
gymnurus, y como depredadores aléctonos
Procambarus clarkii, Micropterus salmoides y
Lepomis gibbosus, ocasionando estas especies
aloctonas la desaparicion de las poblacio-
nes de T. marmoratus, especialmente en
los estanques mas profundos y de mayor
superficie, con ldmina de agua permanente
durante todo el afio.

Las muestras de sangre se extrajeron de
22 individuos (12 machos y 10 hembras).
Para su manipulacion, se anestesié a los
animales con clorhidrato de xilocaina en
dosis de 0,5 ml / individuo mediante pun-
cidon subcutanea en un flanco del tronco
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corporal, comprobando in situ que el efec-
to se alcanzaba entre 5 y 10 minutos des-
pués de la administracién de la anestesia.
Los individuos eran depositados en bateas
cuyo fondo estaba revestido por una capa
de 2 cm de algodon saturado de agua. La
anestesia permitié un tiempo minimo de
manipulacion de 2 horas. Todos ellos fue-
ron medidos y pesados con precisiones de
mm y mg, respectivamente. Tras la recu-
peracion de la anestesia, los individuos
fueron depositados en las orillas de las
charcas sobre la hierba. La sangre se extra-
jo mediante puncién cardiaca, en una can-
tidad de 0,4 ml por cada individuo. La ali-
cuota destinada a la medicién del hemato-
crito fue tratada con heparina de litio para
evitar su coagulacidn, en tanto que la utili-
zada para la realizacion de frotis se mantu-
vo sin anticoagulante y se seco al aire, fi-
jandose posteriormente en metanol duran-
te 5 minutos. La colocacion de la gota de
sangre en cada portaobjetos se realizo des-
de la punta de la aguja.

El hematocrito se midié mediante la
técnica estandar del microhematocrito,
con centrifugacién a 6270 xg durante 5
minutos. Los frotis de sangre fueron tefii-
dos por el método de Giemsa y se proce-
saron mediante microscopia dptica. Tra-
bajando en cdmara clara a 1000x y con
contraste de fases (Nikon-Opthiphot), los
hematies se fotografiaron y se dibujaron
para tomar sus dimensiones. Se analiza-
ron 22 frotis, uno por cada individuo; en
14 de ellos se midieron tres eritrocitos por
frotis y en los ocho restantes solo se mi-
dieron dos eritorcitos por frotis. Asi se
tomaron en total las principales dimensio-
nes de 58 eritrocitos: longitud del eje ma-
yor (dy), longitud del eje menor (dx), an-
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chura maxima del ntcleo (an), longitud
del eje mayor del nucleo (dn), superficie
del nuacleo (Sn) y superficie celular (Se).
Aparte de las medidas morfométricas, se
comprobd la presencia de hemoparasitos
o de microntcleos en los eritrocitos, y se
estim¢ la madurez celular a partir de la
condensacion de la cromatina que se pre-
senta en forma de reticulos de color muy
intenso en los hematies inmaduros, si-
guiendo las indicaciones establecidas por
KreMER (2012) para células sanguineas
nucleadas.

Para contrastar la aleatoriedad de la
secuencia de las medidas realizadas a los
eritrocitos se aplicé la prueba estadistica
de rachas a los principales valores que de-
finen el tamano de los mismos (i.e. dy, dx),
teniendo en cuenta que no son series cro-
noldgicas. Las rachas se obtuvieron tipifi-
cando ambos parametros mediante la me-
diana de cada serie en categorias nombra-
das mediante los signos “+” y “-“. Al ser el
numero de eritrocitos N = 58, la prueba de
rachas sigue una distribuciéon normal re-
ducida de estadistico Z = (R - E) / o, siendo
R el niimero de rachas observadas, E el
numero de rachas esperable y o la desvia-
cion tipica de las rachas (WALPOLE &
Myers, 1987; Box et al., 1989; MENDENHALL
& SincicH, 1997; Docamro, 1996). Asimis-
mo, la validacion del tamano muestral de
eritrocitos medidos se ha realizado me-
diante la féormula N = (0 Z«2 / H)? aplicada
a los valores de dy, siendo Z la distribu-
cion normal reducida para a = 0,05, o la
desviacion estandar y H el intervalo de
error de la media que no debe superar el
5% (PeXA SANCHEZ DE Rivera, 1986; War-
POLE & MYERSs, 1987).

Las dimensiones lineales de cada eri-

trocito se midieron con un ocular provisto
de reticulo micrométrico y los dibujos de
cada uno de ellos fueron copiados con el
programa informatico AutoCAD 2000.
Con este programa se midié de forma
muy exacta el area de toda la célula y de
su nucleo. Asimismo, se determind la ex-
centricidad (¢) de la elipse que representa
a cada eritrocito mediante la relacién exis-
tente entre la semidistancia focal (c) y el
semieje mayor de la misma (a), calculan-
dose segtin la ecuaciéon € = [1 - (b2 / a?)]°5,
siendoa=dy /2y b =dx /2 (WEISSTEIN,
2009). Asi, € adquiere valores comprendi-
dos entre 0 (circunferencia) y 1 (linea rec-
ta).

La diferencia entre sexos, o entre célu-
las maduras e inmaduras, en las diferentes
variables analizadas se analizé mediante
una t de Student-Fisher para datos no apa-
reados y varianzas no homogéneas, reali-
zandose las regresiones mediante el méto-
do de los minimos cuadrados ordinarios
(WALPOLE & MyYERs, 1987). Para la prueba
de normalidad de las distribuciones se
emplearon como estadisticos los coeficien-
tes de asimetria (g1) y de curtosis (gz) es-
tandarizados al valor 0, utilizando los va-
lores de significacion tabulados en SNEDE-
COR & CocHrAN (1980).

Para analizar el crecimiento alométrico
de los eritrocitos (alometria ontogenética
de GouLp, 1966) se utilizé la ecuacién po-
tencial Y =k X, donde Y corresponde a la
variable dy y X a la variable dx o a la va-
riable dn. Si m =1 el crecimiento es isomé-
trico (la forma del hematie seria una elipse
perfecta), un valor de m > 1 indica creci-
miento alométrico positivo, y un valor de
m < 1 indica crecimiento alométrico nega-
tivo, lo que implica en este ultimo caso
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Tabla 1: Caracteristicas morfométricas de los eritrocitos de Triturus marmoratus. dy: longitud
del eje mayor de la célula, dx: longitud del eje menor de la célula, dn: longitud del eje mayor del
nucleo, an: anchura maxima del ntcleo, Sn: superficie del nticleo, Se: superficie del eritrocito, e:
indice de excentricidad del eritrocito, o: desviacion estandar de la media, Min.: valor minimo,
Max.: valor maximo, gi: coeficiente de asimetria estandarizado al valor 0, gz: coeficiente de curto-

sis estandarizado al valor 0. Los asteriscos (*) indican distribuciones normales al 95% para una

prueba de dos colas.

Variable Media

o Min. Max. g1 g2
dy (um) 46,246 6,359 30,830 63,330 -0,069* -0,119%
dx (um) 30,183 4,766 19,160 38,330 -0,154* -0,397*
dn (nm) 19,587 3,718 12,500 27,500 0,201* -0,419*
an (um) 16,090 3,423 10,830 23,330 0,768 -0,447*
Sn (um?) 255,634 101,373 120,443 503,892 0,955 0,096*
Se (um?) 1111,526 290,878 463,937 1865,222 0,155* -0,213*
dn/dy 0,424 0,061 0,310 0,595 0,669* 0,198*
Sn/Se 0,229 0,056 0,128 0,356 0,536* -0,328*
€ 0,745 0,077 0,515 0,856 -0,611* 0,022*

que al incrementarse la longitud del eje
mayor del hematie (dy), el eje menor (dx)
crece en menor proporcion, mostrando la
elipse que representa al eritrocito una ma-
yor excentricidad (¢). La divergencia de m

Figura 1: Eritrocitos de Triturus marmoratus
tenidos con Giemsa (100 x).
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respecto al valor 1 se determina mediante
el estadistico t de Student-Fisher, para n -
2 grados de libertad, mediante la férmula t
=(1-m) / ESm, siendo ESm el error estan-
dar de la pendiente m (Docampo & MiLa-
GROSA VEGA, 1991; PErez et al., 2009).

Por altimo, se utilizo la citada ecuacion
potencial Y = k X para comparar el tama-
fio del eritrocito de T. marmoratus con el
de otras 38 especies de anfibios (16 urode-
los, 21 anuros y un gimnofiénido), para las
que se pudo recopilar informacién en la
literatura. Para ello se realizd, por un lado,
una representacion grafica de la relacién
existente entre el nimero de eritrocitos
(N) y la longitud maxima del hematie
(dy), y por otro, entre N y la superficie del
hematie (Se). En dicha representacién gra-
fica se incluyeron por separado los anuros
chilenos del estudio de Ruiz et al. (1987)
que viven a baja altitud (entre 200 y 2700
m) y los de alta altitud (3200-4300 m), don-
de la concentracidon de oxigeno atmosféri-
co se reduce en 1/3 respecto de la existente
al nivel del mar. También se incluyeron
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Tabla 2: Contraste de la diferencia entre sexos en los principales factores morfométricos de los
eritrocitos de T. marmoratus. dy, eje mayor del hematie.t: estadigrafo de Student-Fisher utilizado
para el contraste estadistico. Para el resto de abreviaturas constltese la Tabla 1. Todas las diferen-
cias entre medias son no significativas con P > 0,05.

Variable Sexo Media o

Min. Max. g1 g2 t
) 46,90 5,41 39,16 63,33 0,790 0,732
q , , , , , , 0,902
Y (hm) ) 45,25 7,61 30,83 55,83 -0,350 41,238
) 29,95 3,90 22,50 38,33 0,295 0,469
q , , } , , , 0420
X (pm) 30,54 5,93 19,16 38,33 -0,444 -0,748 ’
Q 19,64 3,26 14,16 27,50 0,411 -0,313
, , , g , , b
dn (pm) g 19,50 4,40 12,50 27,50 0,083 -0,781 0,125
an () ) 15,89 3,49 10,83 23,33 0,963 -0,240 0547
H 16,39 3,37 10,83 23,33 0,469 0,614 ’
Q 252,33 97,68 120,44 503,89 1,142 0,318
2
Sn (pm?) ) 260,66 108,78 122,72 503,90 0,716 0,167 0,000
Se (um?) Q 111,63 242,48 706,85 1865,22 0,854 1,175 0297
H 1111,36 358,25 463,94 1680,72  -0,193 1,152 ’
) 0,42 0,059 0,310 0,569 0,627 0,179
dnld , , , , , , .
n/dy ¢ 0,43 0,065 0,328 0,595 0,688 0,104 0,65
) 0,22 0,058 0,143 0,356 0,827 0,016
Sn/S ’ ’ ’ ’ ’ ’ 0,744
n/Se 0,23 0,053 0,128 0,333 0,042 0,585
. ) 0,76 0,068 0,600 0,856 -0,682 0,251 L6
s 0,73 0,084 0,515 0,852 0,462 0,014 ’

por separado dos poblaciones de
Cryptobranchus alleganiensiis y otras dos de
Lissotriton vulgaris para las que se obtuvieron
datos. En la relacién entre N y dy, la iso-
metria se obtuvo para el valor de m = 3,
mientras que en la relacion entre N y Se, la
1,5 = 3/2
(BeGgoN et al., 1988, AcurLarR GUTIERREZ,
2000). En ambos casos, para comprobar la

isometria se calculé para m =

existencia de isometria se utilizo el esta-
distico t de Student-Fisher indicado ante-
riormente.

REesuLTADOS

El valor del hematocrito vario entre el

9% y el 19%, con una media aritmética (+

SD) de 14,6 = 3,3% en hembras y 13,7 +
4,0% en machos, no existiendo diferencias
entre sexos (t = 0,589, 20 g.1., P = 0,562). El
peso medio (= SD) fue de 15,6 + 3,0 mg en
hembras y 12,0 + 2,2 mg en machos, y la
longitud total hocico-punta de la cola fue
de 150 + 10 mm en hembras y 133 + 7 mm
en machos.

La prueba de rachas determind tanto
para la longitud del eje mayor del eritroci-
to (mediana = 47,08 um, E =30, 0 =3,77, R
= 26) como para la del eje menor (mediana
=30 um, E = 20,55, 0 = 3,756, R = 22) un
valor del estadistico Z = 1,061, inferior al
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valor critico de rechazo de la hipotesis nu-
la (dy: Z=1,061, 26 g.1., P > 0,05; dx: 0,386,
22 gl, P > 0,05), lo que significa que la
muestra de los 58 eritrocitos medidos fue
seleccionada de forma aleatoria o indepen-
diente. Por otro lado, la formula del tama-
fio muestral minimo determiné que N =
38,83, es decir, como minimo se requiere
medir 39 hematies en el conjunto de
22 individuos para que la muestra sea es-
tadisticamente significativa, lo que sirve
para validar el tamafio de muestra em-
pleado (N = 58).

Los eritrocitos maduros presentaron
contorno eliptico regular con un ntcleo de
perimetro aproximadamente circular o
redondeado que representa en promedio
el 23% de la superficie celular (Tabla 1). El
citoplasma es aciddfilo, en tanto que el
nucleo mostro tincion basodfila con elevada
densidad de cromatina puesta de mani-
fiesto en la intensa coloracion azul del mis-
mo (Fig. 1). En ninguno de los individuos
analizados se detectaron hemoparasitos.
Igualmente, ningtn eritrocito mostré mi-
crontcleos, lo que a priori es indicativo de

la ausencia de compuestos genotdxicos en
sus habitats. El andlisis de la madurez ce-
lular permitié detectar eritrocitos inmadu-
ros, caracterizados por una menor intensi-
dad en su tincién nuclear (color azul viola-
ceo claro y agregados de color intenso),
una forma mas circular o irregular redon-
deada y un mayor diametro del nticleo. La
frecuencia de aparicion de los eritrocitos
inmaduros fue muy baja, inferior al 0,5%,
lo que corrobora el estado no patoldgico
de los individuos analizados.

No se encontraron diferencias entre
sexos en ninguna de las dimensiones ana-
lizadas en los eritrocitos (Tabla 2). Sin em-
bargo, al comparar las células maduras e
inmaduras se observaron diferencias en el
valor de la excentricidad eliptica (¢), longi-
tud (dn), anchura (an) y superficie del nu-
cleo (Sn) y en la longitud del eje menor
(dx) (Tabla 3). Las células inmaduras tie-
nen un nucleo de mayor tamafio y una
menor elongacién que las maduras, lo que
les confiere una forma menos eliptica. Los
eritrocitos
por mostrar una relaciéon (dn / dy) > 0.5

inmaduros se caracterizaron

Tabla 3: Comparacion entre la morfometria de los hematies maduros (dn /dy < 0,5) e inmaduros
(dn / dy > 0,5). Para las definiciones de las abreviaturas constltese la Tabla 1. Los asteriscos (*)
indican diferencias significativas entre tipos de células para P < 0,05.

Variable Maduros Inmaduros t P
Media o Media o

dy (um) 46,323 6,480 45,830 5,996 0,2238 0,8237
dx(um) 29,401 4,669 34,441 2,634 4,5709 <0,001*
dn (um) 18,729 3,190 24,257 2,902 5,1697 <0,001*
an (pm) 15,287 2,821 20,461 3,204 4,5326 <0,001*
Sn (um?) 230,071 79,071 394,808 99,670 4,6945 <0,001*
Se (um?) 1086,447 295,157 1248,062 235,808 1,8111 0,0753
dn/dy 0,405 0,042 0,531 0,033 10,0558 <0,001*
Sn/Se 0,213 0,405 0,315 0,041 1,7157 0,0917
€ 0,765 0,062 0,653 0,074 4,4580 <0,001*
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(i.e. mayor proporcion de superficie nu-
clear), en tanto que en los maduros dicha
relacion es < 0.5 (i.e. mayor superficie rela-
tiva del hematie).

La correlacion alométrica existente en-
tre el eje mayor de la célula (dy) y el eje
menor (dx) o al diametro del ntcleo (dn)
se representa en la Figura 2. En ambos ca-
sos se obtuvieron valores de m estadistica-
mente inferiores a 1 (i.e. alometria negati-
va; dy-dx: tss = 5,011, P > 0,001; dy-dn: tss =

log dy = 0,815 + (0,574 " log dx); r*2 = 0,446, g.l. = 56

1,85
187 ¢ r

1,76

1,657

Eje mayor (log dy)

125 13 135 14 145 15 155 16
Eje menor (log dx)

logy=1,017 + (0,502 * log dn); "2 =0,471;g.l. =56

1,757

~

Eje mayor (log dy)
>
o

16
1,551
151 o
145, . .
105 11 115 12 125 13 135 14 145

Diametro del nicleo (log dn)

Figura 2: Relacién de la longitud maxima del
eritrocito (dy) con respecto a su anchura maxi-
ma (dx) y a la longitud maxima del nuacleo
celular (dn).

7,014; P < 0,001), lo que implica una deforma-
cion progresiva de la célula (Gourp, 1966;
MARGALEF, 1989) que explicaria en parte la
mencionada menor excentricidad de los
eritrocitos inmaduros. Sin embargo, tras
eliminar los eritrocitos inmaduros de las
regresiones entre dy-dx y dy-dn, el coefi-
ciente de determinacion de Pearson (r2) en
la correlacion entre dy y dx se incrementa
desde 0,446 hasta 0,543, y en la correlacion
entre dy y dn el 12 pasa de 0,471 a 0,644.
Por lo tanto, ademas de la madurez, tienen
que existir otros factores que contribuyan
a la excentricidad de los eritrocitos.

La recopilacién de informacion acerca
del tamafio de los eritrocitos en varias es-
pecies de anfibios se muestra en la Tabla 4.
El analisis alométrico de las relaciones en-
tre el nimero de eritrocitos (N) y su tama-
fio, expresado tanto en funcién de la longi-
tud del eje mayor (dy) como de la superfi-
cie celular (Se), en las diferentes especies
de anfibios (Fig. 3) muestra que para la
relaciéon N-dy se obtiene un alometria ne-
gativa (ts = 2,512, P = 0,017), mientras que
para la regresion entre N y Se la relacion
es isométrica (t« = 0,777, P = 0,442). Segiin
la férmula obtenida en la regresién entre
N y dy, el nimero de eritrocitos que le
corresponderia a T. marmoratus estaria
entre 23 200 y 140 126 eritrocitos / mm?3
(media = 57 000), valor cuya corroboracion
se encuentra actualmente en estudio.

DiscusionN

Respecto a la morfologia del eritrocito
de T. marmoratus, extensible a la de otros
anfibios, desconocemos si se trata de un
disco eliptico o de un elipsoide, para lo
cual seria preciso conocer la tercera di-
mension, obtenible mediante microscopia

41



DocAMPO

(logdy — 1.41)"2

Intervalo de confianza (95%) = + 1.194 [0_02?7 + o570 J"u.s

log N =0,073 - (2.503 log dy); 2 = 088244 g1 = 2 = 34; p < 0,0001

Palodyles caucasicus (776,000 hematies)

P.syriacu g Bobuo 168 240) a
“Anuros de aka situd (713.000)
.*____"‘H,h aborea (710.666)
5.4 B.amencanus
B

w
o
3 . - =
) 54 s karefini (228,000} E
= Pelophykux esculentys (183.000) Lissalriton vugarss (158.000) (S&C, 1966} =
2 haphy l . Pl g | ]
2 o
3 & Lissotilon vulgaris (174.000) (T 2008) o
=, i o
5 52 Bombina crientalis (183.100) o
L]
= & E
- }] .
g Neurerpus s¥aischi (127.000) —— - Lycasalamandra tazilae (106.000) 5
E &  Crpiobranchus alaganinsis
5 7 !
=

Piehodon cinereus (§1.078) ————_g . /
/

. /
ﬁﬂbyslcmal.qmn.m(&i_dzal/’ /\ .

Triurus Mammoraius +
Taricha granuksa (75.500)

48 Ambystoma maculbum (52 520)
Proteus anguinus (36.000) ___

MNeclunus maculosus (27 912 ————__ g \

14
Ele mayor del enftrocito (log dy)

15 18 17 18

943042877191 * (Se”-1423), "2 = 0,8597; gl = n-2 = 34, p < 0,0001

800000 X
———Pelod
o ‘elodyles caucasicus b

T Bufo virdis

700000
600000
500000
400000
300000
200000

Proteus anguinus
\
\

100000 Necturus maculosus \

400 600 800 1000 1200 1400 1800 1800

Superficie del entrocito (Se) (pm2)

Figura 3: Regresion entre los valores medios por especie o poblacién del niumero de eritrocitos y

(a) su longitud maxima o (b) su superficie.

electronica. Mediante el microscopio opti-
co, el hematie de T. marmoratus se dibuja
con forma de elipse de perimetro regular
y nucleo redondo, caracterizada por un
alto valor de su excentricidad, mayor en la
células maduras que en las inmaduras.
Las medias aritméticas de la longitud del
eje mayor, del eje menor y de la superficie
celular son altas en comparacion con las
de 12 de los 16 urodelos estudiados en
este trabajo. Los valores del hematocrito
de T. marmoratus se encuentran dentro
del rango del 10% al 40% observado en
varios anfibios (Kuramoto, 1981).

KarLAN & SarTtHE (1979) establecieron
una relacion entre el volumen total de la
puesta de huevos y el volumen corporal
en las hembras de 74 especies de salaman-
dras. BLueweiss et al. (1978) determinaron
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las relaciones entre distintos tipos de va-
riables y taxones, tales como la existente
entre la longevidad y el peso corporal en
mamiferos, invertebrados, anfibios, repti-
les, aves y peces, o entre el nimero de
huevos por puesta y el peso corporal en
los reptiles, entre otras. Todas estas rela-
ciones, al igual que la obtenida por noso-
tros entre el numero de eritrocitos y su
tamafio son relaciones alométricas o iso-
métricas de tipo filogenético, y estan estre-
chamente ligadas a los ciclos bioldgicos de
las distintas especies o taxones, implican-
do diferencias fisiologicas que limitan su
tamafio y su eficiencia biolégica (GouLrp,
1966; ScumipT-NIELSEN, 1984; BEGON et al.,
1988).

En las relaciones isométricas, la trans-
ferencia de calor, agua, gases o nutrientes,
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Tabla 4: Recopilacion bibliografica de los valores medios de la longitud del eje mayor de los he-
maties (dy), su superficie (Se) y el numero de eritrocitos en distintas especies de anfibios para in-
dividuos adultos (valores medios). N: poblacién del rio Niangua, W: poblacion del rio White
(Missouri). Los asteriscos (*) indican valores estimados a partir de la ecuacion de regresion obteni-

da en la Figura 3.

Orden Familia Especie / poblacion dy Se Ne eritr. / pm?
(um)  (um?
Caudata Ambystomatidae Ambystoma maculatum'? 38.20 666.0 52,5
Ambystoma tigrinum'? 28.10 333.2 81,4
Amphiumidae Amphiuma tridactylum? 70.00 22705 194
(4,8-78,7)*
Cryptobranchidae  Cryptobranchus alleganiensis (N)*>  43.50  717.5 92,7
Cryptobranchus alleganiensis (W)*  49.80 993.5 72,5
Plethodontidae Plethodon cinereus'? 32.30 431.2 91,1
Proteidae Necturus maculosus'? 54.20 1119.5 27,9
Proteus anguinus>* 63.50 1740.5 36,0
Salamandridae Lissotriton vulgaris® 31.80 4194 198,0
Lissotriton vulgaris® 32.00 421.3 174,0
Neurergus strauchii! 31.20 463.8 127,0
Ommatotriton vittatus? 28.06 367.0 208,0
(129,7-333,8)*
Taricha granulosa®s® 38.75 706.0 75,5
Triturus kareliniil® 29.50 420.4 228,0
Triturus marmoratus (este trabajo) 4624 11115 57,0
(23,2-140,1)*
Lyciasalamandra fazilae'® 38.63 603.0 106,0
Lyciasalamandra luschani’ 33.28 507.5 133,7
(75,5-236,6)*
Salamandra salamandra’ 33.10 523.4 135,6
(76,9-238,9)*
Sirenidae Siren lacertinall 60.50 1587.0 28,4
(8,4-96,0)*
Gymnophiona Herpelidae Boulengerula taitana' 22.10 270.8 386,4
(134,4-636,9)*
Anura Bombinatoridae Bombina bombina' 13 21.80 258.14 340,0
Bombina orientalisl 14 25.00 428.98 183,1
Bufonidae Anaxyrus americanus'015 17.35 151.26 737,5
Bufo bufo! 20.85  221.22 768,2
Bufotes viridis1316 17.86  179.18 721,7
Rhinella fernandezae' 1642  150.79 505,0
Rhinella marina's19 18.90 193.00 675,0
Hylidae Hyla arborea'® 19.80  200.33 710,7
Hyla japonica' 20.80 307.63 596,9
Hyla versicolor>® 20.70 195.10 615,0
Pelobatidae Pelobates syriacus'4? 17.56 161.36 748,5
Pelodytidae Pelodytes caucasicus' 1756  116.42 776,0
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Orden Familia Especie / poblacion dy Se Ne eritr. / pm?
(um)  (um?
Ranidae Glandirana rugosa'?' 26.60 336.36 288,3
Lithobates catesbeianus!?! 25.00 24347 252,0
Lithobates clamitans'?! 22.50 265.07 275,6
Lithobates pipiens'2! 22.00 23948 496,0
Pelophylax esculentus'?! 25.40 351.10 183,0
Pelophylax ridibundus'» 2436  276.62 326,6
Rana dalmantinal20 19.99 190.47 689,3
Rana japonica'? 21.80 244.84 563,6
Rana macrocnemis 20.55 217.68 519,4
Varias Anuros de baja altitud* 20.10  212.33 415,0
Anuros de alta altitud 16.20 153.95 713,0

1ARIKAN & CIgEK (2014),20LM0 & MoRrEescaLcHI (1975),3JERRETT & MAys (1973),*Grasst (1978),35zarsk1 & CzOPEK
(1966), ‘TosunoGLu et al. (2008), ATaTUR et al. (1998),*HutcHisON & Szarski (1965),°FRIEDMANN et al. (1969),
0Tok et al. (2009), "GuLLIvER (1875), 2Woob et al. (1975), BWojTtaszek & Apamowicz (2003), “ATATUR et al.
(1999), sHarL (1966),%GUL & Tok (2009), 7CaBaGNA ZENKLUSEN et al. (2011), BHARTMAN & LEssLER (1964), 19Ka-
LOUSTIAN & Durac (1982), 2GuL et al. (2011), 22OLmMo & MorescarcHI (1978), 2ArRIkaN (1989), ZARSERIM & MER-

MER (2008), 2Ru1z et al. (1987).

ya sea en el interior de un organismo o
entre éste y su ambiente, tiene lugar de tal
manera que al variar los factores implica-
dos se produce un cambio de la eficiencia
(PeTERS, 1983; BEGON et al., 1988). En este
sentido, la relacién isométrica existente
entre el nimero de eritrocitos (N) y su
superficie (Se) (Fig. 3b) implicaria una
mayor eficiencia fisiolégica en la capta-
cion de oxigeno disuelto para las especies
con valores altos de la relacién Se / N cu-
yos ciclos biologicos estan muy ligados a
la respiracion en medios hipdxicos. A este
respecto, consideramos que el factor limi-
tante del tamafio y namero de los eritroci-
tos en los anfibios es la concentracion de
oxigeno disuelto. El medio acuatico es
muy hipoxico respecto al terrestre. En
condiciones muy favorables de satura-
cién, a bajas temperaturas (0°C a 5°C) y
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maxima presiéon atmosférica (1 atm), la
solubilidad maxima del oxigeno en las
aguas oligohalinas se encuentra entre
12,77 y 14,62 mg Oz / 1 (APHA-AWWA-
WPCF, 1992). La solubilidad del oxigeno
disminuye al incrementarse la salinidad y
al disminuir la presion atmosférica. La
turbulencia en las aguas dulces naturales
no afiade una mayor concentracion signi-
ficativa de oxigeno disuelto, ya que hay
que tener en cuenta la demanda bioldgica
del mismo (Werzer, 1981, MARGALEF,
1983; Garcia pE BikuNaA & Docawmro,
1991). La fotosintesis de la vegetacion
acuatica sumergida si tiene la capacidad
de elevar la concentracion de oxigeno por
encima de la que le corresponderia al
equilibrio con la atmdsfera; como se ha
sefialado en la descripcion del area de es-
tudio, los valores maximos de oxigeno
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medidos en las aguas habitadas por T.
marmoratus han sido 13,5 mg /1 (121.5% del
porcentaje de saturacién con la atmdsfera)
y 15 mg /1 (143%).

En el medio terrestre, el oxigeno ad-
quiere valores muy superiores a los del
agua, entre 255 mg /1 (40°C y 1 atm en aire
con una humedad relativa del 90%) y
29853 mg /1 (0°C y 1 atm en aire seco)
(STOCKER & SEAGER, 1981; Picarp & FANgG,
2002). Esto es, en el agua, el oxigeno ape-
nas alcanza una concentracion del 1,5% en
peso en tanto que en el aire atmosférico
como minimo llega a ser del 23% (P1CARD &
Fang, 2002). Para una igual presion parcial
del oxigeno (pO:) en ambos medios, la
concentracion de oxigeno en disolucion
llega a ser fisiologicamente entre 20 y 40
veces inferior en el medio acuatico que en
el aire (BarjA DE QUIROGA, 1993). Ni siquie-
ra en los biotopos de alta altitud la concen-
tracion de oxigeno llega a ser tan limitante
como en el medio acuatico. En el caso de
los anuros analizados por Ruiz et al. (1987)
habitando zonas por encima de los 3500 m
de altitud (0,5 a 0,6 atm de presién atmos-
férica), la concentracidon de oxigeno atmos-
férico varia entre 100 y 180 mg / 1, esto es,
de cinco a nueve veces superior a la que se
registra en las aguas oligohalinas, inclu-
yendo el efecto de la funcién clorofilica.

Como hipdtesis plausible se plantea
que la relacién entre el nimero de eritroci-
tos y su tamario en los anfibios est4 estre-
chamente relacionada con el tipo de respi-
racién predominante en las distintas espe-
cies y en sus poblaciones y, como se ha
indicado anteriormente para relaciones
similares, este efecto muy probablemente
tenga caracter filogenético. La respiracion
pulmonar implica una captacién muy pa-

siva de gases (ley de Fick). Por el contrario,
en el medio acuatico, el oxigeno no se di-
funde tan facilmente como en el aire debi-
do a su menor concentracion, lo que origi-
na un menor gradiente entre el medio in-
terno y el agua, y para compensar este dé-
ficit de gradiente se precisa incrementar
las superficies de intercambio. La hemo-
globina puede modificar su estructura pa-
ra captar una mayor concentraciéon de oxi-
geno pero tiene un limite de captacion en
su configuracion mas afin al oxigeno
(MARTINEZ et al., 1985) que consideramos
que no compensaria el gran déficit de este
gas existente en el agua respecto del aire.
Barja DE QUIROGA (1999 recopila uno de
los principios basicos de la respiracién en
los animales: “el intercambio de gases,
tanto en el 6rgano respiratorio como en los
tejidos, en absolutamente todos los anima-
les conocidos, ocurre por difusion pasiva,
nunca por transporte activo”. Las especies
acuaticas desarrollan aparatos respirato-
rios que ofrecen una gran superficie de
contacto con el agua y una gran densidad
de drenaje, como son los casos de las bran-
quias y de la piel. En este mismo sentido
deben contemplarse los hematies de los
anfibios. Por un lado, en las especies acua-
ticas (predominio de la respiracion bran-
quial, cutdnea y/o bucofaringea) se obser-
va una mayor densidad de drenaje super-
ficial (capilar) en branquias, piel y/o muco-
sas guturales (Grassg, 1978). Por otro lado,
el mayor tamafio de los eritrocitos circu-
lantes en estas especies acuaticas ofrece
una mayor superficie de intercambio ga-
seoso con el medio externo y con los teji-
dos, condicionando un mayor tamafo de
los capilares que en el caso de las especies
terrestres con dominio de la respiracion
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por pulmones. La branquia, la piel y la
mucosa bucofaringea llegan a actuar como
una membrana muy permeable en el inter-
cambio de gases por su gran vasculariza-
cién (Mooreg, 1964; Grassg, 1978; BARjA DE
Quiroca, 1993).

Las especies de anfibios en las que pre-
domina la respiracion branquial y/o cuta-
nea se sitan en uno de los extremos del
gradiente (mayor tamafio y menor nimero
de eritrocitos; extremo inferior derecho de
de las rectas de regresion en la Fig. 3), en
tanto que en las que domina la pulmonar
lo hacen en el extremo opuesto. VERNBERG
(1955) cita a Amphiuma tridactylum como
la especie que tiene los hematies mas gran-
des de todos los vertebrados (70 x 40 pm),
correspondiéndole 19 440 eritrocitos / mm?
(intervalo de confianza al 95%: 4800 - 78
740). Se trata de una especie muy ligada al
medio acuatico, aunque suele desplazarse
por el medio terrestre entre la vegetacion
htiimeda. Le siguen Necturus maculosus y
Proteus anguinus, ambas especies estrictamen-
te neoténicas con predominio de la respi-
racion branquial. En N. maculosus el
61,2% del oxigeno se obtiene a través de la
superficie branquial, un 30,4% por la piel y
un 8,4% en los pulmones. Si seguimos des-
plazandonos por el gradiente hacia las
especies con mas eritrocitos mas peque-
fios, Ambystoma maculatum absorbe por
la piel el 68,4% del oxigeno y por los pul-
mones el 31,6%. En Lithobates pipiens, la
respiracion cutdnea aporta el 45,8% del
oxigeno y la pulmonar el 54,2%
(DueLLMAN & TrUEB, 1994). No es casuali-
dad que en la parte de la escala correspon-
diente a menos eritrocitos mdas grandes
aparezca Plethodon cinereus, especie ca-
rente de pulmones, con respiracion dérmi-
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cay a través de epitelios de la cavidad bu-
cofaringea. En la parte alta de la escala del
numero de hematies se sittian principal-
mente los anuros terrestres como Pelo-
dytes caucasicus, Bufo bufo e Hyla arborea,
mientras que en su zona intermedia se ubi-
can especies con predominancia de la res-
piraciéon pulmonar aunque estén muy liga-
das al medio acuatico, tales como Bombina
orientalis, Lissotriton wvulgaris, Pelophylax
esculentus o la salamandra Neurergus
strauchii.

Respecto de T. marmoratus podemos
afirmar que en los estanques del area de
estudio durante la parada nupcial, que se
corresponde con las temperaturas mas
bajas del afio, los tritones permanecen su-
mergidos sin ascender a la superficie du-
rante un minimo de una hora (datos no
publicados), lo que parece indicar que en
el intercambio de gases predomina la res-
piracién cutanea. El intercambio de oxige-
nos en los anfibios ocurre predominante-
mente por la piel a temperaturas bajas que
deprimen su metabolismo, mientras que a
altas temperaturas tiene lugar por via pul-
monar (BArja DE Quiroga, 1993). De las
nueve especies de Salamandridae recopila-
das en la Tabla 4, T. marmoratus es la que
tiene los hematies mas grandes, situandose
en el extremo del gradiente correspondien-
te a las especies con gran actividad
subacuatica (Fig. 3a). En nuestra area de
estudio, la permanencia de T. marmoratus
en el agua es de siete meses, desde finales
de noviembre hasta finales de junio, y al-
gunos individuos se han observado en el
agua en agosto y septiembre. Desde el afio
1980, cuando se iniciaron las investigacio-
nes con esta especie, hasta la actualidad,
no hemos podido corroborar su existencia
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en el medio acudtico durante el mes de
octubre. Sin embargo, en la provincia es-
pafiola de Salamanca se han registrado
poblaciones con actividad acuatica duran-
te todo el afio (Dieco-RasiLLa & ORrtiz-
SANTALIESTRA, 2009).

Otro factor que determina el caracter
acuatico del tritén jaspeado es su régimen
alimenticio durante el citado periodo de
actividad acudtica entre noviembre y fina-
les de junio, constituido casi exclusiva-
mente (99.8%) por organismos que se
desarrollan en el medio acudtico, de los
que el 92% eran ostracodos (Docampo et
al., 1988).

Cuando el oxigeno deja de ser el factor
limitante en la distribuciéon biémica de los
anfibios, otros parametros hemocitométri-
cos adquieren relevancia en su adaptaciéon
a los distintos habitats, entre ellos la con-
centracion total de hemoglobina y la he-
moglobina corpuscular media. Varios au-
tores han demostrado que estos parame-
tros adquieren valores mayores en las es-
pecies de anuros terrestres con respecto a
las semiacuaticas o acuaticas (MARTINEZ et
al. 1985; GUL et al., 2011), pero también que
se correlacionan con la actividad de los
individuos (e.g., depredacién, busqueda
de pareja) o con la poliploidia. En este con-
texto, Ruiz et al. (1987) observaron que los
anuros chilenos en los hébitats de alta alti-
tud, donde existe una necesidad fisiologica
de suministrar oxigeno para compensar el
déficit ambiental, presentaban una mayor
concentracion de hemoglobina y un nime-
ro de hematies mas alto que los que vivian
a menor altitud. Son también esperables
variaciones poblacionales como las que se
muestran en la Fig. 3 para C. alleganiensis
y L. vulgaris, relacionadas con los factores

ambientales indicados anteriormente.

En nuestra linea de investigacion, cabe
preguntarse donde se sitian en la escala
definida por el niimero y tamafio de los
eritrocitos las especies que cohabitan con
T. marmoratus en nuestra area de estudio, asi
como donde se sittian las larvas de todas
ellas y sus formas neoténicas. En los casos
de T. mamoratus y de L. helveticus, seria
interesante averiguar si los adultos en fase
terrestre durante la estivaciéon presentan
una morfometria de los eritrocitos distinta
a la observada en el medio acuatico.
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