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ABSTRACT

In this work was conducted a bio-monitoring and a bioassay in a population exposed to lead and
iron of the frog Hyla plicata from Hidalgo, Mexico, to identify possible anomalies caused by contact
with these elements. This species was used, as it is in the category "threatened" by the NOM-059-
SEMARNAT-2001, and some of their populations living near urban areas. In this work were used
specimens in post-embryonic stage. In the bioassay were formed three groups, a control, one in
contact with iron (Fe), and another with lead (Pb). Macroscopic anomalies were identified in
individuals of the pond and in those analyzed in laboratory conditions. Were found anomalies in
gut, skin, pgmentation, spine and limbs. Individuals of the bioassay had higher rates of anomalies
than those obtained by biomonitoring directly from the environment. In the bioassay were shown
highest rates of individuals with anomalies in the groups in contact with Fe and Pb than those in
the control group. This suggests that the presence of heavy metals produce macroscopic anomalies
in this species.
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RESUMEN

En este trabajo se realiz6 un biomonitoreo y un bioensayo con una poblacién expuesta a plomo y
fierro de la ranita Hyla plicata del estado de Hidalgo, México, para identificar posibles anomalias
causadas por el contacto con estos elementos. Se utiliz6 esta especie ya que se encuentra en la
categorfa "amenazada" de acuerdo a la NOM-059-SEMARNAT-2001, y algunas de sus poblaciones
viven cerca de zonas urbanas. Se utilizaron individuos en etapa postembrionaria. En el bioensayo
se formaron tres grupos, uno control, otro en contacto con fierro y otro en contacto con plomo. Se
identificaron anomalias macroscépicas tanto en los individuos del lago como en aquellos
analizados en condiciones de laboratorio. Se encontraron anomalias en intestino, piel,
pigmentacion, extremidades y la espina dorsal. Los individuos del bioensayo presentaron mayores
indices de anomalfas que los obtenidos por biomonitoreo directamente de la naturaleza. En el
bioensayo se presentaron mayores porcentajes de individuos con anomalias en los grupos en
contacto con fierro y plomo que en el grupo control. Esto sugiere que la presencia de metales
pesados produce anomalias macroscopicas en esta especie.

Palabras Clave: Anomalias, Hyla plicata, plomo, fierro, desarrollo postembrionario.

INTRODUCCION

Desde el afio 1980, las poblaciones de diversas especies de anfibios se han visto amenazadas por
multiples factores como la pérdida y fragmentacion del habitat, contaminacién de cuerpos
acudticos, rayos ultravioleta, cambio climatico, especies introducidas y enfermedades (Young et al.,
2001).

La ranita arboricola Hyla plicata Brocchi 1877 (familia Hylidae) es endémica de México y se
distribuye en parte de la Sierra Madre Oriental, en el centro de Hidalgo, Tlaxcala, Veracruz y el
centro de la Cordillera de la Faja Volcanica Transmexicana y Valle de México (Duellman, 2001).
Esta especie es de talla pequefia, presenta una longitud hocico cloaca (LHC) media de 38.8 + 4.2
mm; se reproduce en los meses de primavera y verano y pone sus huevos dentro de cuerpos de
agua estancada o con corriente, entre la vegetacion, rocas, troncos y ramas que estén dentro del
agua (Ramirez-Bautista et al., 2009).

La IUCN la mantiene en la categoria de “Preocupacién menor” (Santos y Canseco, 2004),
sin embargo, la NOM-059-SEMARNAT-2001 la coloca en la categoria de “Amenazada” (Ramirez-
Bautista et al., 2010).

Un problema comtn en algunas poblaciones de anfibios en declive, es el alto indice de
anomalias macroscépicas (Johnson et al., 2001). Ouellet (2000) menciona que es normal encontrar
un 2% de individuos con anomalias en una poblacién de anfibios, sin embargo, se han reportado
poblaciones con mas del 5% de individuos con anomalias en Europa, América y Asia (Johnson et
al., 2001; Taylor et al., 2005; Bacon et al., 2006). En Australia, Read y Tyler (1990) reportaron 3.8% de
incidencia de anomalias en algunas poblaciones de anfibios, mientras que en Ekaterinburgo, Rusia,
Vershinin (1989) encontré poblaciones en intervalos que van de 1.5 hasta un 15% de presencia de
anomalias en individuos de Rana temporaria Linnaeus, 1758 y de 2.6 a 4% en ejemplares de Rana
arvalis Nilsson, 1842, Severtsova et al. (2012), reportaron 18% de individuos de R. temporaria y 16.5%
en ejemplares de R. arvalis con anomalias para las 4reas urbanas y suburbanas de Mosct, Rusia.
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La combinacién de los métodos de biomonitoreo (muestreo directo de la naturaleza) y de
bioensayo (muestreo en condiciones experimentales) muestran un panorama completo de los
efectos de sustancias quimicas o contaminantes sobre la ontogénesis de organismos como los
anfibios y eventualmente los mecanismos de acciéon que causan defectos en el desarrollo
(Melekhova y Aguillon-Gutiérrez, 2014).

Los anfibios son considerados buenos bioindicadores de contaminaciéon ambiental,
especialmente de cuerpos acuéticos, ya que parte de su vida la desarrollan en el agua y parte en la
tierra, cumpliendo un ciclo de vida anfibia, ademas tienen una piel muy permeable y sensible que
absorbe sustancias del ambiente, consumen materia vegetal y animal en diferentes etapas de su
desarrollo y son también buenos modelos para estudios ecotoxicolégicos en bioensayos (Demichelis
et al., 2001; Newman y Unger, 2003; Selvi et al., 2003; Mitchell et al., 2005; Marques et al., 2008, 2009;
Burlibasa y Gavrila, 2010). Por ejemplo, la rana africana de ufias Xenopus laevis Daudin, 1802 es un
excelente modelo en bioensayos, ya que es de facil reproduccién en cautiverio y su desarrollo
embrionario, asi como los procesos moleculares implicados en su desarrollo han sido ampliamente
descritos (Weinstein y Hemmati-Brivanlou, 1999). Dos tipos de bioensayos que usan a X. laevis para
evaluar el efecto de sustancias quimicas en organismos son el “Frog Embryo Teratogenesis Assay
Xenopus” (FETAX) y el “Xenopus Metamorphosis Assay” (XEMA) (Opitz et al., 2005; Mouche et
al., 2011).

La etiologia precisa de las anomalias no siempre es completamente entendida, sin embargo,
se han identificado diversas causas como infestacién parasitaria por el trematodo Ribeiroia ondatrae
Looss, 1907 que ocasiona un exceso de extremidades o la ausencia de ellas (Johnson et al., 1999,
2001, 2003; Blaustein y Bancrof, 2007). Por otro lado, también estan los agentes quimicos, por
ejemplo, metales pesados que acttian como teratégenos (Bancroft y Prahlad, 1973; Abbasi y Soni,
1984; Fulton y Chambers, 1985; Snawder y Chambers, 1989, 1990; Plowman et al., 1994; Schuytema
y Nebeker, 1998; Fort et al., 1999a, 1999b, 2001; Ouellet, 2000), la exposicién a rayos ultravioleta
(Ankley et al., 1998, 2000; Ouellet, 2000), temperaturas extremas y bajo pH (Ouellet, 2000; Johnson
et al.,, 2001), interruptores endécrinos que a su vez disminuyen las defensas inmunolégicas de los
anfibios (Hayes et al., 2010) e incluso intentos de predacién (Surova y Severtsov, 1985).

Las anomalias mas comunes en anfibios adultos son de las extremidades y curvatura de la
espina dorsal (Vershinin, 1997; Kovalenko, 2011); aunque en estadios del desarrollo tempranos hay
mayor sensibilidad a contaminantes ambientales (Owens y Baer, 2000; Loewengart, 2001; Greulich
y Pflugmacher, 2003), la mayoria de los estudios sobre anomalias en anfibios se enfocan en estadios
posteriores a la metamorfosis o adultos y se desconoce el efecto de muchas sustancias en diferentes
estadios embrionarios y larvarios o premetamorfésicos.

Las anomalias pueden ser causa directa de muerte o bien causa indirecta, afectando la
capacidad de alimentarse o de huir de los depredadores (Zamaletdinov, 2003). Aunque algunos
individuos persisten con alguna anomalia hasta el estadio adulto (Blaustein et al., 1997).
Naturalmente es dificil encontrar anomalias en adultos, ya que la mayoria de los individuos
presentaron desde una etapa temprana alguna malformacién o deformidad, lo que provocé que
murieran en estas fases.

En este estudio se analiz6 la influencia de los metales pesados fierro (Fe) y plomo (Pb) en el
desarrollo postembrionario de la ranita H. plicata de una poblacién del estado de Hidalgo.
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MATERIALES Y METODOS

Se recolectaron 900 individuos de la especie H. plicata en etapa postembrionaria en octubre
de 2013 en un cuerpo de agua localizado en un lugar llamado “La cabafia del lobo”, ubicado en el
Km. 5 de la carretera al Parque Nacional El Chico, en el municipio Mineral del Chico, Hidalgo,
Meéxico (20°09'54.7"N 98°41'25.2"W). La captura se realizé con redes, obteniendo los ejemplares
directamente del lago. Todos los organismos fueron colocados en botes de plastico con capacidad
de 19 L con agua del lugar de captura y transportados al lugar de trabajo. Los ejemplares
capturados se encontraban en una etapa de desarrollo del estadio 32 al 46. El estadio de desarrollo
de los ejemplares se determiné de acuerdo a las tablas de desarrollo normal de Gosner (1960).

Procedimiento

Se sacrificaron y fijaron en formol (10%) 300 individuos y 600 fueron utilizados para
realizar un bioensayo para observar el efecto de los metales pesados hierro y plomo en el desarrollo
postembrionario a través de la incidencia de anomalias macroscépicas y de indices de mortalidad.

De los 600 ejemplares utilizados en el bioensayo, 200 formaron el grupo “Control”, 200 el

grupo experimental “Fierro (Fe)” y 200 el grupo experimental “Plomo (Pb)”. Todos los organismos
fueron sometidos a un periodo de aclimatacién de una semana.

Se utilizaron acuarios de 70 litros sin aireacion. En cada uno fueron colocados 100
ejemplares (dos acuarios por grupo experimental). Se utiliz6 agua de la llave reposada durante tres
dias para la decloracioén.

Posterior al alojo de los organismos, a cada acuario del grupo denominado “Fierro”, se
introdujeron 20 clavos no oxidados (99% Fe, 1% C) de 10 cm. de largo con un peso de 260 g. En los
acuarios del grupo “Plomo” fueron agregadas 10 placas de plomo (98% pureza) de 3.5x3.5 cm por
lado cada una, con un peso de 260 g. A los acuarios del grupo “Control” no se les suministré nada.

Los organismos fueron alimentados tres veces por semana con algas obtenidas de los lagos
en los que habitan. Se realizaron recambios semanales del 50% de agua en todos los acuarios.

Cada semana fueron sacrificados y fijados 25 individuos por acuario (50 en total por grupo)
durante cuatro semanas consecutivas.

Todos los organismos fijados fueron fotografiados en vista dorsal, ventral y lateral y
observados para identificar posibles anomalias. Se sigui6 el criterio de (Aguillon-Gutiérrez, 2012)
para definir las anomalias encontradas en el presente trabajo (Fig. 1).

Curvatura de la espina dorsal: anomalia en la rectitud del eje axial en direccién dorso-ventral,
generalmente de manera pronunciada en la regiéon central de la espina. También llamada

hiperlordosis.

Anomalia cutinea: desprendimiento del epitelio (capa epidérmica) en uno o varios puntos del
cuerpo.

Anomalia en extremidades anteriores y posteriores: Ausencia (amelia) o exceso de extremidades
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(extremidades supernumerarias) o presencia de una o varias extremidades de tamafio maés corto del
normal (dismetria).

Anomalia en intestino: posicién anormal del intestino dentro de la cavidad abdominal, o parte del
intestino fuera de la cavidad abdominal. La posicién normal del intestino en larvas de anfibios es en
forma de espiral.

Anomalia en la pigmentacion: anormalidad en la distribucién uniforme de melanéforos ocasionando
presencia de areas despigmentadas o pobremente pigmentadas (hipopigmentacién) o de &reas mas
oscuras de lo normal por un aumento de melanina (hiperpigmentacioén).

La concentracién quimica de Fe y Pb presente en el agua de los lagos que habitan estos
organismos y en el agua usada para el bioensayo fue determinada mediante un analisis
espectroquimico por absorcioén atémica para la cual se realiza una digestién en &cido nitrico al 3%
en una cdmara u horno de grafito. La lectura se lleva a cabo por ldamparas de absorcién gaseosa
(Hoffman y Stroobant, 2002).

La mortalidad en el bioensayo fue calculada al final del experimento. La parte experimental
de la investigacion se llevé a cabo en las instalaciones del Centro de Investigaciones Biolégicas y en
el Area Académica de Quimica de la Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo.

Los andlisis estadisticos se realizaron con STATISTICS 6.0. Las diferencias en los
porcentajes de mortalidad entre los grupos Control, Fierro y Plomo y anomalias morfolégicas en los
grupos Control, Fierro, Plomo y muestras directas se examinaron con x? (df=1). Se utiliz6 esta
prueba estadistica por ser datos cualitativos (Zar, 2009).

RESULTADOS

La inspecciéon de la morfologia externa de los individuos mostré que 81 ejemplares (9%) de
900 mostraron algtn caracter morfolégico que no corresponde con el desarrollo postembriol6gico
normal. En estos fueron identificadas las siguientes anomalias: "curvatura de la espina dorsal",
"anomalfa cutdnea", "anomalia en extremidades", "anomalia en intestino" y "anomalia en la
pigmentaciéon".

En la figura 1 se aprecian un individuo normal y varios individuos con anomalias,
representando los cinco tipos de anomalias observados en el presente trabajo.

En la figura 2A se observan los porcentajes de anomalias en biomonitoreo y en bioensayo,
donde se observa que la anomalia mdas comtn fue en los intestinos, seguida por anomalias
cutaneas, siguiendo un patrén similar en los individuos fijados directamente, en los que la anomalia
mas comun también es en los intestinos, seguida de anomalia cutdnea y curvatura de la espina (Fig.
2B); en el bioensayo (Fig. 2C), la anomalia mds comtn se present6 en intestinos y las capas
dérmicas, como el desprendimiento de la epidermis.
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H. plicata St. 36 H. plicata St. 36

H. plicata St. 40 H. plicata St. 38

H. plicata St. 36 H. plicata St. 36

Fig. 1. A) Organismo normal. B) Curvatura de la espina dorsal. C) Ausencia de extremidad posterior derecha. D) Intestinos
fuera de la cavidad abdominal. E) Anomalia cutdnea. F) Anomalia en la pigmentacion.

m Curvatura de la espina
mAnomalla cutanea

Anomalla en
extremidades

mAnomalla en intestino
mAnomalla en
pigmentacion

Fig. 2. A) Porcentaje de anomalias presentes en biomonitoreo y bioensayo. B) Porcentaje de anomalias en los individuos
fijados directamente. C) Porcentaje de individuos con anomalias en todos los grupos del bioensayo.
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La figura 3 muestra el porcentaje de individuos con anomalias en el bioensayo por grupo,
donde destacan los indices de anomalias en intestino en los grupos “control” y “plomo” los cuales
tuvieron hasta un 56 y un 64%, respectivamente de individuos con esta anomalia.

En la tabla 1 se muestra el nimero de individuos analizados en cada grupo por semana en
el bioensayo. El grupo con los mayores indices de mortalidad fue el grupo “Fierro”, donde
murieron 88 individuos en el bioensayo. En la semana tres, en este grupo solo quedaban vivos diez
individuos que fueron fijados, en la semana cuatro ya no habia ningtin ejemplar vivo.

Se observé una diferencia significativa en la frecuencia de muertes en H. plicata entre los

tratamientos (x2 =10.557, g.1. =2, P = 0.005). La mayor incidencia de muertes se observo en el grupo
fierro (44%), seguido por el grupo control (21.5%) y finalmente en el grupo plomo (19%).

Fig. 3. Porcentaje de individuos por grupo con anomalias en el bioensayo.

Tabla 1. Ntumero de individuos fijados y analizados por grupo y por semana y la mortalidad en el bioensayo.

Grupo semana 1 semana 2 semana 3 semana 4 total mortalidad
Control 50 53 44 10 157 43 (21.5%)
Fierro 51 51 10 0 112 88 (44%)
Plomo 49 52 49 12 162 38 (19%)

La tabla 2 muestra la cantidad de individuos con anomalias. En el grupo de individuos
fijados directamente solo se registraron 12 individuos con anomalias de un total de 300 organismos
analizados, mientras que de cada grupo del bioensayo se revisaron 200 animales. La anomalia con
mayor incidencia fue “anomalia de intestino”, seguida de “anomalias cutdaneas”. La cantidad de
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individuos con anomalias en el bioensayo fue de 64 (10.6%) y de los individuos fijados directamente
fue de 17 (5.6%). Se observ6 una diferencia significativa en la frecuencia de anomalias morfolégicas

en H. plicata entre los grupos experimentales (Jc2 =7.642, gl. =3, P = 0.05). La mayoria de las
anomalias fueron causadas por el efecto del plomo (19.13%), seguido del fierro (15.17%), control
(10.19%) y por ultimo fijados directamente (5.6%).

En la tabla 3 se presentan las concentraciénes de Fe y Pb en agua del lago donde fue

colectado el material biolégico y en el agua de los acuarios utilizados en el bioensayo. En esta tabla
se muestran también los limites permitidos de estos metales en agua segtin la NOM-127-55A-1994.

Tabla 2. Numero de individuos con anomalias.

Control (semanas)  Fierro (semanas) Plomo (semanas) Fijados directos ~ Total
Anomalia 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
Curvatura de la espina 2 2 1 1 3 9
Anomalia cutdnea 4 1 2 2 2 2 1 3 17
Anomalia en extremidades 1 1 1 3
Anomalia en intestino 3 5 1 3 1 1 4 7 9 9 43
Anomalia en pigmentacion 2 2 4 1 9
Total 5 9 2 7 5 5 11 7 12 1 17
16 (10.19%) 17 (15.17%) 31 (19.13%)
64 (10.6%) 17 (5.6%) 81

Tabla 3. Concentracién de fierro (Fe) y plomo (Pb) en el agua del lago del que fueron colectados los organismos y de los
grupos formados en el bioensayo, asi como los limites permitidos de estos metales en agua segtiin la NOM-127-SSA-1994.

Lago Grupo Control Grupo Fierro Grupo Plomo Limite permitido
Fe 0.34 0.15 0.16 0.30
(mg/1)
Pb 0.01 0.04 0.04 0.01
(mg/1)
DISCUSION

En la mayoria de los estudios sobre anomalias en anfibios se han empleado individuos
adultos, criados en laboratorio y en contacto con reactivos comerciales para estudios
ecotoxicolégicos; por lo que en este estudio se decidid utilizar individuos en etapas
postembrionarias, ejemplares colectados en su medio natural, y ademds se usaron los objetos que
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causan directamente la contaminacién en los cuerpos de agua, por lo que se crea un modelo mas
cercano a lo ocurrido en ambientes naturales con impacto antropégénico (Severtsova et al., 2013).

La mortalidad de H. plicata en el bioensayo fue mayor en el grupo que estuvo en contacto
con fierro, mientras que en los grupos “Control” y “Plomo” fueron similares. Este resultado podria
indicar que con el fierro ocurre de manera mas marcada un fenémeno de bioacumulacién y
biomagnificacién, en el que las concentraciones de este metal no son tan altas en el agua donde se
desarrollaron los anfibios, pero si lo son en el organismo mismo, ocasionando la muerte por
intoxicacién. Se pretende realizar posteriores analisis espectroquimicos e histoquimicos para
esclarecer el porqué de este resultado, ya que los niveles de Fe en el bioensayo no superan los
limites permitidos en agua, aunque si lo hace en el cuerpo de agua que habita la poblacion de esta
especie, esto podria deberse a la presencia natural de Fe en el lugar de estudio, ya que, en el
bioensayo, las moléculas de los clavos no tuvieron una disociacién importante en el agua. En el caso
del plomo ocurre lo contrario, en el bioensayo se superan los limites permitidos en agua, aunque no
en el cuerpo de agua donde habita la poblacién de la que se extrajeron los organismos para el
experimento, no obstante, esto no repercutié en la mortalidad en el bioensayo. Posiblemente ocurrié
una disociaciéon mayor de moléculas de plomo en el agua, considerando que en el bioensayo no
existié un sedimento fangoso, mientras que, en el lugar de estudio, tal vez las moléculas de plomo
se depositan en el suelo o sedimento, disminuyendo su presencia en la columna de agua (Sparling
et al., 2006).

Respecto a las anomalias, el grupo “Plomo” presenté el mayor indice, seguido del grupo
Fierro y finalmente el grupo Control, esto demuestra el efecto de dichos metales en el desarrollo, se
ha demostrado que el plomo ocasiona defectos en la formacién 6sea (Sparling et al., 2006), aunque
no evidentes en estas etapas del desarrollo, y alteraciones histopatolégicas en diferentes 6rganos
(Ezemonye y Enuneku, 2012) y el fierro ocasiona alteraciones en el desarrollo de algunas
estructuras morfolégicas, siendo éstas en general de mayor tamafio (Severtsova y Aguillon-
Gutiérrez, 2013). En el bioensayo se presenté un porcentaje dos veces mayor de individuos con
anomalias que en aquellos individuos fijados directamente, lo cual también se esperaba, pues en el
bioensayo existié un contacto directo con los metales y la cantidad de agua fue menor. También
influy6 el hecho de que las larvas se alimentan a veces en fondo, y en el bioensayo, el alimento cae
directamente sobre los metales, ocasionando un contacto mas directo entre las larvas y los objetos
metalicos al momento de alimentarse (Severtsova y Aguillén-Gutiérrez, 2013).

La cantidad de anomalias encontrada en los individuos que fueron fijados directamente fue
de 17 de un total de 300, lo que representa un 5.6%, un indice mayor al 2% que de acuerdo a Ouellet
(2000) es el porcentaje normal de individuos con anomalias en una poblacién de anfibios en su
habitat natural. Este porcentaje (5.6%) en H. plicata supera el 3.8% reportado por Read y Tyler (1990)
en una poblacién de Australia, pero es menor al 15% reportado por Vershinin (1989) para R.
temporaria. Esto también es similar a lo reportado por Johnson et al. (2001), Taylor et al. (2005), y
Bacon et al., (2006) quienes registraron indices de anomalias en diferentes especies de anuros de 5%,
lo que difiere entre esos trabajos y el presente estudio del 2% de individuos con anomalias
propuesto por Ouellet (2000), lo que indica que existen factores ambientales que propician las
anomalias; sin embargo, cabe sefialar que las investigaciones de los autores citados arriba fueron
realizadas con animales adultos, por lo que se considera una mejor comparacién con los resultados
de Severtsova et al., (2012) cuyos autores reportaron para el drea de Moscu y sus alrededores un
18% de larvas de R. temporaria con anomalias y 16.5% de larvas de R. arvalis con anomalias, siendo
esos Indices mayores a los encontrados en este trabajo, lo que indica claramente que en ciudades
industrializadas como Moscd, los indices de anomalias suelen ser altos, incluso mas altos que los
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encontrados en el bioensayo de este estudio. En el lugar de recolecta de los organismos, aunque si
existe un impacto antropogénico como es el paso de vehiculos cerca de los lagos, éste no es tan
grande.

Vershinin (1997) y Kovalenko (2011) no observaron la presencia de edemas, pero si
anomalias en extremidades y espina dorsal; este mismo patrén se encontré en H. plicata donde se
noto la presencia de anomalias de las extremidades y curvatura de la espina, pero no edemas. No se
encontrd la anomalia “tiempo de desarrollo lento” comun en individuos en exposicién a plomo
como lo han reportado Severtsova et al. (2013), tampoco se encontraron deformaciones evidentes en
el sistema 6seo como lo reportado por Sparling et al. (2006), en anfibios expuestos a plomo. El
desarrollo en los organismos usados en este trabajo se mantuvo uniforme, lo que indica que no
existié un contacto importante con contaminantes en la naturaleza durante las primeras etapas del
desarrollo.

La anomalfa “curvatura de la espina” puede deberse a un defecto en la somitogénesis o
bien a una falla en el proceso de rotaciéon de las somitas (Aguillon-Gutiérrez, 2012, Severtsova et al,
2012), lo que ocurre por la exposiciéon a materiales como el aluminio o el boro (Katagiri, 1976,
Laposata y Dunson, 1998). La anomalia en las extremidades esté relacionada a la infestaciéon por el
parésito trematodo R. ondatrae (Johnson et al., 1999, 2001, 2003; Blaustein y Bancrof, 2007), sin
embargo, no se han reportado casos para el estado de Hidalgo, y debido a la baja incidencia de esta
anomalia en el presente estudio, entonces esto podria haber sido causado durante la ontogénesis,
debido a factores genéticos (mutaciones) o epigenéticos.

Similar a lo reportado por Severtsova et al., (2012) en este estudio se observé una incidencia
de anomalias cutdneas y de la pigmentacién, siendo las anomalias de la pigmentacién menos
frecuentes que las cutdneas, esto debido a que las anomalias cutdneas pueden ser causadas por
factores fisiol6égicos o mecanicos, por ejemplo, la presencia de objetos metalicos en el ambiente,
mientras que las anomalias de pigmentacién se deben a factores fisiol6gicos. Menon et al., (2000)
mencionan que puede haber queratinizaciéon del integumento debido a un exceso de calcio;
Aguillon-Gutiérrez (2012) reporté esto como el segundo tipo de anomalia mas frecuente del
intestino para R. temporaria en las areas suburbanas de Moscd, aunque en el presente estudio fue la
mas comun en los individuos fijados directamente y en el bioensayo, alcanzando mas del 50% de
incidencia. Esta anomalia al igual que los problemas cutdneos, puede deberse a factores fisiol6gicos,
por ejemplo, la incompleta formacién del intestino durante la organogénesis o el cierre incompleto
de la cavidad abdominal, o a factores mecanicos como la apertura de la cavidad abdominal por
algin objeto o intentos de predacién.

Comparando los indices de anomalias entre los grupos del bioensayo, en el grupo control,
solo la anomalia en intestinos fue superior que en el grupo fierro, en el resto de las anomalias los
indices fueron menores o similares.

Sin duda, las condiciones del ambiente donde habitan los anfibios son cruciales en su ciclo
de vida. Las técnicas de biomonitoreo y bioensayo en anfibios son de gran utilidad para observar
los efectos que causan los metales pesados en su ontogénesis. En esta investigacién se encontraron
cinco tipos de anomalias en H. plicata presentes en intestinos, piel, pigmentacién, espina y
extremidades. La mas comun en biomonitoreo y bioensayo fue anomalia en los intestinos. Existi6
mayor porcentaje de individuos con anomalias en el bioensayo que en el biomonitoreo. Entre los
grupos formados para el bioensayo, se observé una mortalidad mayor en el grupo Fierro y mayor
nimero de individuos con anomalias en el grupo Plomo.
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Los estudios ecotoxicolégicos, tanto en ambientes naturales como en condiciones de
laboratorio pueden ayudar a aclarar el fenémeno de disminucién de poblaciones y extincién en
algunas especies de anfibios.
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