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RESUMEN

El presente estudio se realizo en las inmediaciones de la Laguna y Zona
Agricola de Meztitlan Hidalgo con el sapo Bufo valliceps. Se determinaron
las concentraciones de siete metales { Zn, Pb, Cd, Mn, Cu, Fe y Al} en
diferentes etapas de desamollo de esta especie, en huevos oviductales,
estadios larvarios, juveniles, y en algunos tejidos (rifién, corazén,
masculo, higado y cuerpos grascs) de organismos adultos, contenido
estomacal, asi como el medio en donde se desarrolla {agua-sedimento).
Los muestreos se realizaron de Septiembre de 1995 a Marzo de 1996,
una vez obtenidas las muestras se procesaron mediante una digestion
con acidos y se leyeron las concentraciones de los metales en un
espectrofétometro de emisién en plasma. Los resultados se procesaron a
través de un andlisis de varianza multivariado y se reforzaron con un
Indice de Bioacumulacion. Los resultados muestran acumulacion
diferenciat de los metales en los tejidos asi como en huevos oviductales y
en los diferentes estadios larvarios. La presencia de los metales en los
organismos es reflejo de su disponibilidad en el medic (agua y
sedimentos). Los valores altos de plomo y cadmio que son elementos no
esenciales en la fisiologia de los organismos, muestra el efecto de
contaminacién que presenta la zona, seguramente por las actividades
agricolas que se desarrollan en las inmediaciones de la laguna. Los
valores elevados de plomo, cadmio, manganeso y aluminio en tejidos y
en las diferentes etapas de desarrollo de B. valliceps pueden estar
ocasionando problemas de malformaciones, dafios neurotoxicos,
osteoporosis en diferente magnitud e incluso la muerte.



INTRODUCCION

México es reconacido como uno de los siete paises con mayor riqueza biolégica en
el mundo (Anénimo, 1988; Toledo, 1988). Dicha riqueza se debe a su variada
Topografia que provoca amplias gamas climaticas, su posicién Geografica entre la
region Neartica y Neotropical ha propiciado que se de una mezcla faunistica sin igual
(Savage, 1982).

En cuanto a los anfibios se sabe que en México existen 290 especies de las cuales
el 60.7% son endémicas y se considera que el 83.4% son endémicas para
Mesoamérica (Flores-Villela y Navarro, 1993).

Los datos recientes muestran que el 22 % de las especies de anfibios y reptiles de
México se encuentran en peligro de extincion, sin embargo, la informacion disponible
respecto a los anfibios es ain muy escasa lo que sugiere que el porcentaje anterior
puede ser en realidad mayor (Ceballos, 1993).

Las poblaciones de anfibios en la naturaleza se encuentran actualmente en estado
alarmante de deterioro. Especies que se recolectaban con frecuencia hace 30 6 40
afios en ciertas regiones, ahora son muy raras o se consideran totalmente extintas
de su habitats (Santos et al., 1994). A nivel mundial ha surgido la alarma de que las
poblaciones de anfibios se han visto disminuidas notablemente, ello ha traido como
consecuencia la formacién en 1990 de un organismo descentralizado llamado
Declining Amphibian Populations Task Force WCN/SSC encargado de formular
planes de accién para abordar el problema. Este organismo considera que ¢
descenso global de las poblaciones de anfibios es causada directa o indirectamente
por las actividades humanas. Inicia con la destruccién del habitat, incremento de la
contaminacion de agua y suelo (causado por el uso indiscriminado de agroquimicos),
introduccién de especies exdticas (peces, arboles, etc.), incremento de la radiacién
ultravioleta, ataque bacteriano y cambios climéaticos entre las mas importantes
(DAPFT, 1993; Pechman y Wilbur, 1994; Boyer y Grue, 1995, Berril et. al., 1993).

En cuanto a la contaminacién por agroquimicos se ha observado que algunos
metales como el Fe, Zn, Cu, Mn y Pb se encuentran en altas concentraciones en
ciertos productos para la agricultura (fertilizantes, plagicidas y herbicidas) y que
estos presentan afinidad por ciertas proteinas y lipidos lo que les permite acumularse
en los tejidos de los animales, los cuales a largo plazo afectan la salud de ta fauna
sitvestre {Casarett, 1980).



Los anfibios pueden ser afectados por 1a contaminacion con metales pesados por su
estrecho contacto con el agua y sedimentos de los cuerpos de agua que suelen ser
generalmente depositarios de los desechos de las actividades humanas {Eby, 1986).
Los anfibios son particularmente sensitivos debido a su piel permeable, a su histeria
de vida bimodal, al patran de! desarrollo embrionario, a los aspectos de su biologia
poblacional y a la complejidad de sus interacciones en comunidades y ecosistemnas
(Wake, 1891).

Casi todos los metales son toxicos en concentraciones altas y algunos de ellos
constituyen venenos graves incluso a muy baja concentracion. La toxicidad puede
resultar cuando se ve sometido a una concentracidon excesiva del metal durante un
periodo prolongado, cuando el metal se presenta en una forma bicquimica inusitada
o poco usual y cuando el organismo lo absorbe por via inusual (Bolafios, 1990).

Hasta el momento no se han publicado investigaciones que aborden el tema de
cuantificacion de las concentraciones de metales pesados yfo efectos de estos en
alguna poblacion de anfibios de México. Para abordar este tema existen algunas
limitantes como: no hay referencias de tamafos poblacionales de la mayoria de las
especies de anfibios del pais, por lo que no se puede saber si se ha reducido el
namero de organismos; ofra limitante es que no hay antecedentes de valores
normales o anormales de metales pesados en tejidos de los anfibios. Por lo que et
presente estudio ayudard a conocer los valores presentes de algunos metales
pesados en el sitio donde se desarrolla una poblacién de Bufo valliceps, de Meztitlan
Hidalgo donde existe un intenso uso de agroquimicos para las actividades agricolas
y en segundo fugar cuantificar las concentraciones de los metales en algunos tejidos
del anfibio y con esto establecer el o los posibles efectos que pudieran sufrir de
rebasarse ciertos niveles de acuerdo a la literatura existente.



ANTECEDENTES

Los metales son aquellos elementos quimicos que presentan ciertas propiedades
comunes: conductividad etéctrica y térmica alta, maleabilidad y brillo. Los metales se
encuentran en forma aislada o combinados formando minerales (CPEHS, OPS y
OMS, 1988).

Los llamados metales pesados, metales traza u oligoelementos se definen
arbitrariamente como aquellos metales cuya densidad es por lo menos cince veces
mayor que la del agua (Bolafios, op. cit.). Los metales pesados, estan ubicados en el
grupo B (elementos de transicién) y en los periodos 4, 5 y 6 de los grupos Ill y 1V del
grupo A de la tabla periddica, con densidades mayores a los 5 grsfcm® (Forstner y
Wittmann, 1979).

Muchos metales pesados son indispensables para la vida, aunque solo se
encuentran en cantidades muy pequefias en los tejidos del cuerpo, incluso, algunos
organismos tienen afinidad por algunos elementos particulares como el zinc en las
ostras, y el vanadio en la sangre de los Tunicados (Bolafios, op. cit.).

En el ambiente la concentracién de algunos metales puede elevarse al grado que
llega a constituir una contaminacién, la cual puede ser de origen natural, de acuerdo
a un ciclo biogeoquimico o bien puede ser una contaminacion causada por una
actividad humana, entonces considerada antropogénica (CPEHS,0PS Y OMS,
1988).

La contaminacién natural por metales se produce a partir de las actividades
volcanicas, los procesos de erosion, los escapes de depésitos profundos y
superficiales, intemperismo de las rocas, gasificacion y disolucion de los elementos
marinos (Bolafios, 1990; CPEHS, OPS Y OMS, 1988).

Las principales fuentes antropogénicas de metales atmosféricos incluyen combustion
de fosiles, emision de plantas de cemento, operaciones de energia y refinacién de
metales, construccion de carreteras y procesos manufactureros diversos. En general
los procesos de combustion a altas temperaturas liberan muchos metales a la
atmosfera y en este caso, los metales se asocian con materia particulada
submicroscopica (Bolafios, op. cit.).

Algunos de los metales mas ubicuos y aquellos que en concentraciones elevadas
tienen efectos toxicos son el aluminio, arsénico, cadmio, cobre, cromo, mercurio,
manganeso, plomo y zinc principalmente (CPEHS, OPS y ONS, 1988; Bolafios, op.
cit.).



La toxicidad de un metal depende de su via de administracién y del compuesto
quimico al que esta ligado, un metal puede considerarse tdxico si resulta perjudicial
para el crecimiento o el metabolismo de las célutas al exceder cierta concentracion.
Los metales constituyen venenos graves incluso a muy bajas concentraciones
(Bolafios, op. cit.).

Los efectos subletales se pueden presentar sobre la morfologia, fisiologia o
comportamiento por interacciones con sistemas enzimaticos, interacciones con las
membranas celulares, efectos especificos sobre ciertos organelos y sobre el
metabolismo celular general. Experimentos recientes de campo confirman que
concentraciones relativamente bajas, algunas veces dentro de un orden de magnitud
del nivel natural, pueden tener efectos subletales sobre los organismos y ser
deletéreos para su sobrevivencia (Bolarios, op. cit.; CPEHS, OPS y OMS, op. cit).

El problema esencial que plantea los metales pesados es que muchos de ellos se
han utilizado durante siglos y son fundamentales para industrias importantes, pero
pueden perjudicar la salud y trastornar el equilibrio de los sistemas ambientales si se
permite que alcancen concentraciones excesivas en aire, agua, suelo o alimentos.

Se sabe muy poco sobre los efectos de los metales en los ecosistemas algunos
metales parecen influir en el ritmo de procesos basicos, pequefias cantidades de
cobre pueden retardar la descomposicion de hojarasca en bosques. Sin embargo, el
cobre y zinc en pequeiias cantidades son nutrimentos esenciales para la mayoria de
los organismos. E! Cadmio se acumula en érganos de animales, también se ha
demostrado que aumentan los niveles de plomo en rifiones e higado de las ovejas
que pastan cerca de las carreteras (CPEHS, OPS y OMS, op. cit.).

Estudio de metales en Suelo

Estudios que se han realizado en suelos de Palmerton de EUA registraron como
contaminacién una concentracién de 230 a 24000 ppm de Zn y de 9.9 a 440 ppm de
Cu (Beyer et al.,, 1885).

En suelos cercanos a una fundidora en Palmerton Pensylvania, EUA mostraron
tener una fuerte contaminacion por Pb con valores de 41 a 2700 ppm.

Beyer et al., 1985 reportan suelos contaminados con un valor de 710 ppm de
cadmio.



Estudio de metales en Anfibios

El efecto de los metales pesados en la problematica de sobrevivencia de anfibios ya
ha sido visualizada, Megan Harris (1993) reporta los efectos de quimicos utilizados
en la agricultura sobre los anfibios. El rociado con fungicidas e insecticidas trae como
consecuencia bajos niveles de sobrevivencia e incremento en deformaciones en
ranas. El servicio de vida silvestre canadiense muestra que algunos pesticidas tienen
efecto letal en renacuajos.

Después de construir una carretera de alta velocidad en 1963 cerca de Newdfound
Grap EUA., la vida acudtica fue completamente eliminada en arroyos cercanos a la
construccion, la mortalidad de la salamandra (Lineatritum marmoratus) se atribuye a
la acidificacién por metales pesados formados a traveés de procesos redox asociado
con el contenido de pirita, compuesto derivado de la roca que contribuyd a la
intoxicacion, al proceso de acidificacion y a la concentracion de metales pesados
(Mathews y Morgan, 1982).

Al tratar huevos fertilizados de una rana Coreana con metales pesados resultaron
alteraciones cuantitativas de las células primordiales. La formacion de estas células
se inhibid por un limitado nivei de metales pesados durante los primeros estadios del
desarrollo embrionario. Una dosis total de plomo, arriba de 70 ppm y dosis de
cadmio arriba de 4 ppm resulto una reduccién parcial de células germinales y el
estado latente mitdtico. Aparentemente el tratamiento con metales pesados a huevos
antes de la primera divisién no es altamente efectiva en la eliminacién completa de
células germinales en contraste con radiacién ultravicleta, sin embargo la citolisis del
tejido ocurre en los renacuajos (Hah, 1979).

Al exponer a huevos de Xenopus laevis a valores de 0.001, 0.01. 0.1, 0.5 1.0,y 10
ppm de Pb por separado, ocasionaron deformaciones severas en los embriones, del
orden del 59, 74, 82, 96 y 100 % y muerte respectivamente; ademas de las
deformaciones se dio la detencibn del desarrollo, edemas, escaso pigmento,
paralisis y no se presenta enrollamiento del intestino en larvas (Miller y Landesman,
1978).

Concentraciones de 0.001, 0.1, 0.1, 0.5, 1.0 y 10 ppm de Mn en agua han provocado
deformaciones severas en los organismos del orden del 92 %, 87 %, 87 %, 79 %,
muerte y 54 % respectivamente en Xennpus laevis (Miller y Landesman, 1978).

Baudo (1976) reporta como concentracién alta de Pb 9.54 ppm en huevos de Rana
esculeta.



Se ha reportado efectos toxicos en larvas de Rama pipiens expuestas a
concentraciones de 0.31 a 1.56 ppm de Cu en agua, lo que les ocasiona la muerte,
pero a embriones dicha concentracién no es letal. (Dilling y Healey, 1925 en Freda,
1991}

Cuando las concentraciones de Cu alcanzan valores de 80 ppm provoca la
inhibicién del crecimiento en R. pipiens y con valores de 150 ppm las larvas recien
eclosionadas sobreviven solo 72 hr (Lande y Guttman, 1973 en Freda, 1991).
Xenopus laevis en su estado larval s6lo vive 98 hrs. al exponerse a 157 ppm {Freda,
1991).

En larvas de Bufo boreas se considera que el limite letal en Cu es tan soio de 20 -
44 ppb (Porter y Hakanson, 1976 en Freda, 1991).

Se estimé que los niveles de Cd, Zn y Pb en invertebrados, anfibios y aves
localizados en areas urbanas y rurales cercanas a plantas productoras de zinc en
Polonia presentaron altos valores y las concentraciones de cadmio, zinc y plomo
vario grandemente en los niveles tréficos. Los niveles de metales en suelo también
resultaron ser altos. Los valores son bajos en plantas e incrementa rapidamente en
fitbfagos (Dmowski y Karolewski, 1979).

El Rio Grande localizado en el Sureste de Missouri EUA ha sido sujeto a
contaminacién por metales via erosion y filtracién de grandes pilas de ploma inactivo
de unas minas. Rana catesbeiana, rata almizclera y la garza verde presentan altas
concentraciones de plomo y cadmio. Nerodia sipedon presenta altos valores de
plomo pero no acumulacién de cadmio. Las concentraciones de zinc en vertebrados
en un lugar contaminado y uno no contaminado son menos aparentes en las
diferencias de plomo y cadmio. Se encontré que existe baja relacién entre la
concentracién de metales en animales y su nivel tréfico. Los sapos toro resultaron
ser promisorios para monitorear niveles ambientales de plomo, cadmio y zinc ya que
dichos metales tienen afinidad al tejido del anfibio (Niethammer et al., 1985).

Se ha encontrado en Xenopus laevis mayor concentracion del Pb en rifidn e higado y
baja concentracién en piel y mascuto (Ireland, 1877). Y se sabe que 4 ppm provocan
citolisis en rana coreana (Han, 1979), y valores de 2.0 ppm en higado de algunas
aves afecta adversamente mecanismos enzimaticos (Dieter, 1979).

En larvas de Rana clamitans Taylor et al. (1990) provoct variabilidad de la actividad
locomotora, experimentando con concentraciones de 750 y 1000 ppb de plomo
atribuible al efecto neurotdxico del plomo.



Renacuajos expuestos durante 10 dias en agua original y filtrada experimentaron
efectos toxicos cuando los metales pesados rebasaron los niveles de tolerancia y
tuvo particular importancia las altas concentraciones de cadmio (Bordas et al., 1980).

Huevos y larvas de Xenopus laevis al ser expuestos a concentraciones de 0.001,
0.01, 0.1. 0.5, 1.0 y 10 ppm de cadmio en agua han presentado deformaciones
severas del orden del 91 %, 91 %, 87 %, muerte, 2 % y muerte de los organismos
respectivamente, entre los afectos observados estéan: la detencion del desarrollo,
edemas, pigmentacién pobre, paréalisis y no hay plegamiento del intestino (Milier y
Landesman, 1978).

Los estadios larvarios de Bufe arenarum expuestos a 1, 2 y 4 ppm de Cd en agua,
han sufrido mortalidad en una proporcion del 5 %, 25% y 90 % respectivamente a
las 72 hrs. de la exposicion, antes de la muerte, sufren de edemas, nado en
posicion anormal, pérdida del equilibrio, incremento de la irritabilidad, contracciones
arritmicas, incurvacién del blando axial y caida de la piel; la toxicidad del Cd se
interpreta como un efecto secundario de! efecto inhibitorio de la ATPasa epitelial
(Muifio et al., 1990).

En embriones de Xenopus laevis se ha observado afectaciones en epidermis en el 40
% de los organismos, ojos en el 35 %, pronefros (24 % de los organismos) y 20 %
en somitas de los embriones tratados con 2 ppm de Cd; es evidente su efecto en la
organogénesis (Cotta, 1980).

De acuerdo con las observaciones de Baudo (1976) el manganeso alcanza mayor
concentracion en las primeras etapas de desarrollo larval (654 -776 ppm) y luego
tiende a descender hasta 23 ppm, poco antes de la transformacion total en larvas de
Rana esculeta.

Se encontré que a! exponer al sapo Tectum blistrabas de Rusia, a concentraciones
de 10 a 200 umol/l de cadmio, le causo dafio al sistema nervioso central. El efecto
depende de los canales de calcio (Blistrabas et al., 1989).

La acumulacién y distribucion de cadmio en tejidos de Rana temporaria y sus efectos
toxicos dependen de la manera de incorporar el cadmio en el arganismo.
Inyecciones subcuténeas de cadmio (0.12-0.24 mg/100 g por dia) por 10 dias resulta
en una acumulacién significativa en el higado y en el riftén. Cuando se suministro
CdCl, al ambiente acuatico ( > 0.002 %) causa toxicidad aguda en la rana. Altas
concentraciones externas de CdCl, ( < 0.005%) inhiben la actividad de Na, K-ATPasa
de la piel (Vasil'eva et al., 1987}.



En otros experimentos con cadmio en Sapos de Egipto se demostré que causa
atrofia testicular, necrosis de los tibulos seminiferos con signos de vacuolacion y la
degeneracién de espermatocitos. Sin embargo, la administracién combinada con
zinc, previene los efectos toxicos del cadmio (Sadek, 1988).

La toxicidad de cloruro de cadmio y sulfato de zinc en soluciones se determind en
larvas de Xenopus, en época de lluvia y en sistemas acuaticos recirculantes, los
animales presentaron tolerancia al zinc, Xenopus, tolera 10 veces la dosis de cadmio
que es letal para el salmon. Ei pre tratamiento con concentraciones subletales de
cadmio y zinc protege al anfibio de exposiciones subsecuentes de los metales. La
proteccion se atribuye a la sintesis de metalothioneina (Woodall et al., 1988}

Una reduccién progresiva en el nimero total de células sanguineas se observo en
Rana cyanophlyctis expuesta a 100 y 200 ppb de cobre por 40 dias, los glébulos
blancos incrementaron significativamente durante los primeros 7 dias de tratamiento
y después mostrod una reduccion gradual, el contenido de hemoglobina se redujo
significativamente (Patil y Shivaraj, 1984).

Baudo (1976) registra uniforme la concentracion de Cu en los tejidos: higado, ovario,
riidn, corazén, pulmones y misculo donde e! valor maximo fue de 10.49 ppm.
Mientras que Beyer et al. (1985) registran diferentes cantidades del metal en
organismos completos de Plethodon cinereus (5.5 ppm), P. glutinosus (3.86 ppm),
Bufo americanus (6.92 ppm), B. woodhousei (8.7 ppm) y Rana sylvatica (5.5 ppm).

Rana pipiens y Xenopus laevis toleran por 30 dias valores de 1500 -1600 ppb de
cobre (Raplan y Yoh, 1961; Fingal y Raplan, 1963 en Freda, 1891). Sin embargo en
R. cyanophyctis valores de 100 y 200 ug de Cu por 40 dias provocd un incremento
en giébulos blancos por 7 dias con un posterior descenso ademas de una baja en el
contenido de hemoglobina (Patil y Shivaraj, 1984).

En una zona donde se trabaja hierro en Polonia se encontr6 que el hierro no causd
disturbios en e! proceso metabdlico del musculo e higado de un sapo, pero si se
observd cambios en la homogeneidad del tejido respiratorio a diferentes distancias
del sitio contaminado {Pytasz et al., 1980).

Irefand (1977) encontré altas concentraciones de plomo en riiién, huesos e higado
de Xenopus laevis pero bajos niveles en piel y masculo, este anfibio puede ser un
gran transmisor de plomo en la cadena alimenticia.

En larvas de Bufo arenarum se comprobé que el plomo es dos veces mas téxico que
el zinc (Hertkovits y Peres-Coll, 1991).



El examen histolégico del cerebro de Triturus cristatus habitante de aguas
contaminadas mostré la presencia de altos niveles de zing, que dio inusual presencia

de células en el primordio hipocampi de animales envenenados crénicamente
(Taban et al., 1982).

La fertilizacién y desarrollo en embriones de Rana temporarea se estudio en 38
estanques en Ingiaterra, en altitudes de 183 a 617 metros sobre el nivel del mar.
Varios de estos eran frios, Acidos con elevadas concentraciones de iones de
metales toxicos. El aluminio inorganico en elevadas concentraciones redujo el
proceso de fertilizacion. La exposicién a altas concentraciones de Al, incrementd el
nimero de embriones anormales, esto se asocia con la incompleta absorcidn del
vitelo durante la gastrulacion (Beattie ef al., 1991).

Concentraciones de 39 - 80 ppm de Al en agua por 7 dias se provoca la eclosidn
temprana en Pseudacris regilla y en Ambystoma macrodactylum ocasiona una
reduccion del tamafic corporal, en Rana mucosa y Bufo canorus tiene efectos
subletales (Bradford et al., 1994).

En Rana temporaria valores de 0.56 ppm de Al causan la infertilidad en el 90 % de
los huevos encontrados en 21 estanques de Inglaterra con bajo pH (Beattie et al.,
1991).

Una alta concentracion de Al puede producir imitacién epitelial y alteracion de la
osmoregulacion asi como pérdida de electrolitos en plasma (por ejemplo Na y Cl) y
la muerte cuando se pierde el 50 % (Freda y McDonal, 1990 en Freda, 1991).

Con base a los anteriores antecedentes se puede visualizar e! efecto negativo de los
metales pesados en variadas especies de anfibios del mundo ya sea de organismos
extraidos del medio silvestre hasta aquellos que se han analizado en condiciones
exclusivamente de laboratorio, practicando con diferentes concentraciones de
metales sin que aun exista algin antecedente de este tipo de estudios en Mexico,
sobre todo de las poblaciones silvestres que se han visto sujetas a las actividades
contaminantes del hombre. Se ha comprobado que la acumulacion depende del
tejido que se trate y de la via de ingreso (cutanea o alimento).

Una via de ingreso de los contaminantes hacta los organismos es a través de sus
alimentos, es bien sabido que los anfibios son consumidores de insectos
principalmente en su fase juvenil y adulta, en varios estudios se ha comprobado que
los insectos son bioacumuladores de altas concentraciones de metales pesados que
se encuentran en su medic (Walton, 1989).



METALES PESADOS EN ARTROPODOS

Los insectos tienen amplia distribucidn gecgrafica y ocurren en elevado numero, y
por lo tanto tienen alto contacto con quimicos que contaminan et ambiente. También
son considerados como potenciales indicadores de toxicidad, biodisponibilidad y
bicacumulacion de contaminantes ambientales (Walton, 1989).

Veleminsky et af., (1990), consideran que las abejas de Checoslovaquia, se ven
afectadas indirectamente por la contaminacién del ambiente que afecta la cobertura
vegetal que representa alimento a las abejas y directarmmente cuando la
contaminacion se fija en sus recursos alimentarios (polen, néctar, miel y agua).

En un bosque de Pennsylvania donde sapos y salamandras son raras o ausentes se
encontré en el suelo altas concentraciones de plomo (2700 ppm), zinc (2400 ppm),
cadmio (710 ppm) y cobre, (440 ppm). Varios grupos de invertebrados (lombrices,
babosas y miridpodos) que se alimentan de detritus contenido en el suelo o de
materia organica, tenlan alta concentracion de metales en comparacién con otros
invertebrados. Concentraciones de metales en diferentes organismos del mismos
bosque alcanzaron valores altos como el caso del plomo en musarafias (110 ppm),
seguido de las aves canoras (56 ppm), raton (17 ppm), insectos carrofieros (14 ppm)
y mariposas (4.3 ppm). Concentraciones de cadmio resultaron también ser altos en
insectos carrofieros (25 ppm), musarafas (7.3 ppm), maripesas (4.9 ppm), ratones
(2.6 ppm) y aves canoras (2.5 ppm). De igual manera las concentraciones de zinc y
Cu fueron altas en los organismos que tuvieron altos valores de Cd. Resulto también
que la contaminacién por metales probablemente se debe a depositacion aérea
(Beyer et al., 1985).

Se considera niveles de contaminacién con 13 ppm en escarabajo carroferos
{Beyer et al., 1985).

Janssen y Hogervarst (1993) determinaron las concentraciones de Ca Cd, Cu, Fe,
Mn, Pby Zn, en nueve especies de artrépodos terrestres y encontraron diferencias
significativas entre las especies para todos los metales. El estudio muestra que las
especies no pueden ser facilmente categorizadas en acumuladores © no
acumuladores; el patrén depende del metal.

Comparaciones entre las especies de dos lugares mostrd bajas diferencias en las
concentraciones de Ca, Cu, Mn, Zn y Pb, muestran grandes variaciones en algunas
. de las especies. Esto puede sugerir una baja regulacion de las concentraciones de
Hierro comparada con la de otros elementos esenciales. Las concentraciones de Ca
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y Fe son bajas mientras que Cd es alto. Las desviaciones de este patrén pueden
deberse parcialmente en las diferencias de intercambio o solubilidad de los
elementos en agua (Janssen y Hervorst, op. cit.).

Experimentalmente se ha comprobado que en artrépodos la asimilacion de Pb es
baja comparada con el Cd. Los animales previenen la alta concentracion de Pb a
través de la pared del intestino por excrecién rapida (Hopkin y Martin, 1984; Van
Straalen et al., 1987).

En insectos el Cobre es utilizado en el transporte de oxigeno. El zinc es un elemento
esencial requerido en diferentes enzimas (Janssen y Hogervorst, 1993).

Se ha observado que algunos metales como el Fe, Zn y Mn se encuentran en altas
concentraciones en ciertos agroquimicos y que estos presentan afinidad por
proteinas y lipidos 1o que les permite concentrarse en los seres vivos en donde se
biomagnifican y a largo plazo afectan la salud de la fauna en general.

La mayoria de los autores coinciden en considerar a los anfibios como organismos
particularmente sensibles a la contaminacién del ambiente. Esto ha dado lugar a que
se piense que puedan ser indicadores del grado de perturbacién de los ecosistemas.
Sin embargo, hasta este momento no se cuenta con evidencias suficientes para
soportar esta hipétesis (Santos et al., 1994).

La piel, las branquias y los huevos tienen superficies permeables que se encuentran
en contacto directo con el ambiente por lo tanto son blancos faciles para los toxicos.

Considerando que B. valliceps es una especie de amplia distribucion y que en
Meztitlan ocupa un 4rea rodeada por actividades agricolas que hacen uso de gran
cantidad de agroquimicos surgen varias interrogantes:

¢Como se esta dando los valores de acumulacion de metales pesados en los
diferentes tejidos de organismos adultos de B. valliceps, en la zona agricola de
Meztitlan Hidalgo?.

En el caso de que la madre esté acumulando metales ;qué tanto transfiere a los
embriones?.

Si es una especie que presenta ciclo de vida complejo {acuatico - terrestre), lo que

les permite estar expuestos a los contaminantes en ambos espacios, ¢a que valores
de metales pesados se esta exponiendo durante su periodo acuatico?.
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Al ser terrestre tiene mas contacto con el sustrato que también suele ser depositario
de los metales pesados, §qué valores de metales se estan dando en el sedimento?.

Otra via de probable ingreso es a fravés de los artropodos que utiliza para
alimentarse pero jqué tanta cantidad de metales ingresa por el alimento?.

Bufo valliceps no esta considerado en alglin estatus de vulnerabilidad, ni se ha
comprobado que tenga problemas de declinacién poblacional, sin embargo, se
encuentra sujeta a las actividades del hombre en la zona agricola de Meztitlan.
Ademas tiene amplia distribucién ya que se le encuentra en selva, zonas de dunas
costeras, en semidesierto y dreas perturbadas, por lo que puede ser excelente para
monitorear los niveles de metales pesados en el ambiente.

12



DESCRIPCION DE LA ESPECIE

CLASE: Amphibia
SUBCLASE: Anura
ORDEN: Salienta
SUBORDEN: Procoela
FAMILIA: Bufonidae

GENERO: Bufo
ESPECIE: B. valliceps

Bufo valliceps Wiegmann 1833

Etimologicamente el nombre de vallis {(hueco) y capt (cabeza) se refieren a la
cavidad longitudinal medio dorsal de la cabeza producida por las grandes crestas
craneales.

Diagnosis. Anuro tropical y subtropical. Con crestas craneales desarroliadas, que
producen una cavidad profunda en el centro de la cabeza, las crestas son
relativamente altas, las crestas supraorbitales algunas veces mas altas que las
crestas parietales, la cresta postorbital forma un angulo obtuso con la cresta
supratimpénica corta y una serie lineal de prominentes verrugas a cada lado del
cuerpo bordeado en su parte superior por una linea clara y por abajo por una banda
obscura: una banda vertebral se presenta usuaimente; en la reproduccion el macho
toma un color verde amarillento en la garganta. Las glandulas parotoides son
relativamente pequefias de forma subtriangulares a elipsoides, ovales a oblongas. El
tamano corporal varia geograficamente, en el norte (hembra 130 mm de LHC); los
machos son mas pequefios que las hembras. El lamado reproductivo presenta una
frecuencia que varia de 1400 ciclos por segundo en el notte a aproximadamente a
2100 cps en el sur, el pulso cambia de rango de aproximadamente dos notas por
segundo, por grado centigrado en ta temperatura corporal y es de aproximadamente
38 notas por segundo a 25°C (30° a 46°C).

La combinacion de crestas parietales bien desarrolladas y una serie lineal de
verrugas a cada lado del cuerpo con una linea clara por arriba y una obscura por
debajo ademas de una banda vertebral clara puede ayudar a distinguir a B. valliceps
de otras especies simpatricas (Porter, 1970). '

Distribucién: Esté sapo esta ampliamente distribuido y se ha encontrado en tierras

bajas de la ciudad de Calion, Arkansas al sur de todo Lousiana y a lo largo de el
Golfo de México hasta el estado de Quintana Roo. Se encuentra en todo el Istmo de
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Tehuantepec, perc no se le ha encontrado sobre la costa de el Pacifico al oeste del
istmo. En el extremo norte de Costa Rica, se distribuye ampliamente, se le localiza
principalmente en tierras bajas hasta cerca de los 1800 msnm en muchos habitats
{Porter, 1970).

En el verano de 1960 se colectd B. valliceps de varias localidades a lo largo de las
tierras costeras al este de la ciudad de Tehuantepec, a 22 millas (35.4 km) al este de
la ciudad de Tonala Chiapas. Estos hallazgos refutan la afimacién de Dullman en
1960, que estas especies no se encuentran sobre las tieras bajas del Pacifico del
Jstmo. También se ha encontrado en la vecindad de Tapachula Chiapas. B. valliceps
se encontrd en todos los drenajes (cuencas, rios, desagies, etc.) de Chiapas y
también a una altitud de 1200 metros a pocas millas al sur de Pueblo Nuevo en este
estado. Firchein y Smith en (1957), también indicaron colectas en las regiones bajas
del Golfo de Chiapas.

Mendoza (1990) registra por primera vez para la barranca de Meztittin a Bufo
valliceps a 1236 msnm.
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OBJETIVOS

A} Determinar las concentraciones de los metales zinc, plomo, cadmia, manganeso,
cobre, fierro y aluminio en huevos oviductales de Bufo valliceps.

B) Determinar los valores de los inetales Zn, Pb, Cd, Mn, Cu, Fe, y Al que se
incorporan via alimentacién y su relacién con los valores de los tejidos de Bufo
valliceps.

C) Establecer los niveles de bioacumulacién de Zn, Pb, Cd, Mn, Cu, Fe y Al. en las
diferentes fases de desarrollo, asi como en algunos tejidos de Bufo valliceps con
respecto a los valores de los metales en agua y sedimento en la Zona Agricola de
Meztitlan Hidalgo.

D) Comparar los resultados con otros estudios de toxicidad en anfibios para

establecer el probable efecto que pudiera estar sufriendo la poblacion de B. yalliceps
en la Zona agricola de Meztitlan Hgo.

15



DESCRIPCION DEL AREA DE ESTUDIO

UBICACION

E! Estado de Hidalgo se sitia en la parte central de la Replblica Mexicanag, en la
regién oriente al sur de la Altiplanicie, ocupa solo el 1.06 % del total del territorio
mexicano. La zona de estudio se localiza en el municipio de San Juan Meztitlan
en la porciéon Centro-Este del estado de Hidalgo; entre los 20° 40' y 20° 471
latitud norte y los 98°46' 30" y 88° 52' 2" longitud oeste, a 1200 metros sabre el
nivel del mar (SPP, 1983). Limita al norte con los municipios de Eloxochitian,
Molango y Xochiatlan, al sur con Atotonilco, Actopan y Santiago; al este colinda
con los municipios de Zacualtipan y Mezquitittan en tanto que al oeste se
encuentra limitado con el municipic de Cardonal (Canty, 1953). Particularmente,
el drea de estudio se ubica entre los poblados de Hualula y San Cristobal,
comprendiendo parte del fértil valle agricola conocido como la Vega de Meztitlan
{Fig. 1)

FISIOGRAFIA

El drea de estudio se encuentra incluida en la provincia de la Sierra Madre
Oriental, la cual se extiende paralela a la costa del Golfo de Meéxico desde sus
inicios en la frontera norte hasta los limites con el Eje Neovolcanico, en las
cercanias de Pachuca, Hidalgo (INEGI, 1982),

La zona de estudio pertenece a la subprovincia dej Carso Huasteco y de acuerdo
al sistema de topoformas propuesto por INEG! {(1992), esta constituida por un
sistema de cafdn y un valle de laderas tendidas. Ambos sistemas son de ofigen
sedimentarlo siendo resultado directo de {2 erosion fluvial. El caidn se conforma
litoldgicamente por caliza y presenta pendientes moderadas, mientras que el valle
esta constituido por caliza aluvién con pendientes suaves.

GEOLOGIA

La morfologia de la regién da evidencia de episodios complejos de deformacion
en la secuencia rocosa que la conforma, lo cual obedece a una tectonica regional
que junto con el fracturamiento ha causado lineas de debilitamiento, aunado a
ello, la erosidn vertical ha ejercido una influencia notable en la zona dando origen
a la barranca y a los arroyos secundarios laterales (Cantd, 1953). Estudios
paleograficos indican que durante el Mesozoico, esta regién se encontraba
cubierta por agua marina lo que se comprueba por la existencia de calizas
sedimentarias compactadas en el seno marine asi como por el registro fosil de
Amonitaceas que probablemente pertenecieron al Jurasico superior (Sanchez
Mejorada, 1977).
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Movimientos orogénicos posteriores elevaron los sedimentos marinos ya
mencionados plegandolos de una manera espectacular. De esta manera la
profunda incision de la Barranca de Mezfitlan y el Valle del Almolén esta cortada
en terrenos de calizas y margas pizarras del Cretacico que han sufrido fuertes
trastornos tectdnicos por fractura e intensos plegamientos (Canta, 1953). Las
margas pizarras probablemente pertenecieron al Cretacico medio e inferior, se
presentan en la zona superior de la Vega de Meztitlan (Sanchez Mejorada, 1977).

A pesar de que las calizas mesocretacicas de los alrededores de la laguna han
sido las menos afectadas por los movimientos tectonicos, las fallas y
dislocaciones han sido suficientes para originar el resquebrajamiento local de
estas calizas desarrollando en ellas fenémenos carsicos como cuevas, rios y
hundimientos (Canta, 1853).

HIDROLOGIA

La laguna de Meztitlan, sitiada hidrolégicamente en la region numero 26; forma
parte de la cuenca del alto Panuco y por desembocar en el Golfo de México,
pertenece a esta vertiente. Los principales rios de esta cuenca son el Meztitian,
Almolén y Amajac de los cuales, los dos primeros confluyen en el area de estudio.

El rio Meztitlan se origina en la parte norte del estado de Puebla, a 6 km del limite
con Hidalgo. La Barranca de Meztitlan, sirve de cauce a este rio, por lo que fluye
en un cafién que en algunos puntos alcanza profundidades de importancia. El rio
tiene una longitud aproximada de 110 kms. y una anchura media de 26 m
siguiendo una direccién sursureste a nor-noroeste terminando su curso en la
laguna de Meztitian cuyo nivel de agua se encuentra normalmente a 1233
m.s.n.m. y tiene una capacidad de 650 millones de metros cubicos (Bol. hidrol.,
1970).

Al carecer la laguna de salidas naturales y dada su extension y profundidad, en
época de lluvias, se inundaban tierras y poblados cercanos a sus riberas, por esta
raz6n, se perforaron dos tineles que desaforan la laguna. Asimismo, estas
filttraciones gue brotan a través del Cerro del Tajo, alimentan con sus desagiies al
rio Almolén.

Este rio de aproximadamente 9 km de longitud, hace su recorrido encajonado en
su trayecto hasta su afluencia con el Amajac.

Desde su origen, este rio toma direccién noroeste hasta el poblado de Almolon,
donde cambia su curso al oeste hasta su confluencia con el Amajac.
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CLIMA

De acuerdo al sistema de clasificacién climatica de Képpen modificado por Garcia
{(1971) el clima de Meztitlan es B So hw" (w) (i') g ; es decir que corresponde a un
clima seco del subtipo semicalido con régimen de lluvias en verano y poca
oscilacion érmica (5 a 7°C). La temperatura media anual en la zona es de 20.2°C
con una temperatura mdxima de 23°C registrada en el mes de mayo y una
temperatura minima de 16.1°C para el mes de enero (Fig. 2) en cuanto a la
precipitacion promedio anual es de 427.4 mm presentando un valor maximo en
Septiembre con 105.1 mm y un valor minimo de 2.8 mm en el mes de febrero {Fig.

2). :
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Fig. 2. Climograma de la region de Metztitian Hidalgo.
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EDAFOLOGIA

De acuerdo a [a carta edafoldgica de 1a SPP (1983) en la zona de estudio se
distinguen 4 unidades edafologicas, Fluvisol, Foezem, Regosol y Litosol las
cuales se encuentran asociadas de la siguiente manera: En la zona de la Vega,
se ubica como suelo principal Fluvisol calcarico y come suelo secundario Feozem
calcarico, En la porcion este de la laguna de Meztitlan, ! suelo principal es e!
Regosol calcarico y el secundario es el Litosol. Ambas asociaciones presentan
una clase textural media lo que indica que la superficie es parecida a los limos de
los rios, presenta pocos probliemas de drenaje y aireacion (INEGI,1890).

Respecto a las condiciones del terreno, este se caracteriza por la abundancia de
fragmentos de roca o material cementado formando suelos someros que impiden
la penetracion de raices constituyendo asi la fase litica profunda.

Por su parte, la fase quimica alude la presencia de sustancias quimicas solubles
en el suelo, aunque no se reporta en las cartas edafolégicas, Cantd (1957)
menciona una fase ligeramente salina.

VEGETACION

En la zona baja de las cafadas se localiza el matorral xeréfilo o crasicaule. Entre
los 600 a 1750 msnm. Se encuentran los elementos arbustivos, subfrutescentes y
herbaceos y que se distribuyen de acuerdo a! tipo de suelo en grupos ecolégicos
definidos destacando: Acacia farnesiana, A. shaffneri, Salix bonplandiana,
Helenion sp., Eupatorium picnocephalum, Siegesbeckia jorullensis, Bidens
osttruthiode, Tillansdia recurvata, Lemaireocerus dumortieri, Stevia saliciforme,
Ficus sp., Bursera morelensis, B. fagaroides, Mimosa buincifera, Mamilaraia sp.,
Opuntia imbricata, Agave diformis, Selaginella leoidophilla y Yuca filifera
(Mendoza, 1990).

La agricultura es una de las principales actividades economicas. En la Vega,
existen zonas de agricultura, de riego con caracter anual, temporal, permanente y
semipermanente en las que se cultivan papa, jitomate, tomate, cebolla, chile y
algunas otras hortalizas ademas de frutas como papaya y mango. Es comin el
uso de todo tipo de agroquimicos tanto para [a fertilizacion como para proteger
los cultivos contra insectos. '
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DATOS SOCIOECONOMICOS

Se caracteriza por la dispersion de sus habitantes ya que en 126.9 Km®
Gnicamente se asientan seis localidades con una poblacion total de 1,940
habitantes. La mayoria de la poblacion, depende de la Vega de Meztitian (Zona
de influencia), ya sea porque es ahi donde venden su fuerza de trabajo, o porque
en ella obtienen los bienes y servicios que no encuentran en sus comunidades. El
principal motor de la economia de la region es la agricultura, la cual no alcanza a
generar el suficiente nimero de empleos para toda la poblacion, asi mismo los
bajos niveles de ingreso, y la carencia de satisfactores basicos, han propiciado
una fuerte emigracién de la poblacion joven en busca de empleo. Por este motivo,
el crecimiento de la poblacién es lento o incluso nulo en algunas localidades
(INEGI, 1992).

La ganaderia no constituye la principal fuente de ingresos, el trabajo que se
realiza con el ganado vacuno, ovino y caprino es marginal y corresponde a los
nifios, mujeres y ancianos, €l cuidado y las inversiones son minimas.

La pesca cobré mayor importancia a partir de la introduccién de la carpa y la
tilapia a las aguas de la laguna de Meztitldn, |a actividad la realizan los ejidatarios
que carecen de tecnologia, equipo y crédito para operar. No obstante
recientemente recibieron apoyo por parte de el gobierno estatal y municipa! para
la adquisicion de lanchas. No tienen asistencia técnica y recursos crediticios que
impulsen e} cultivo de peces y el establecimiento de medidas propias para
capturar el volumen de individuos con la edad y tallas adecuadas, que permitan
el desarrollo sostenido de la actividad. '

La actividad industrial, comercial y de servicios estan desarrollados, sin embargo,
el turismo de fin de semana ha cobrado mayor fuerza recientemente, el atractivo
lo constituye el paisaje de ia laguna, pero ademas la venta de pescado en los
restaurantes que se encuentran a la orilla de la carretera que une con Hualula.
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METODOS

Se llevaron a cabo 6 salidas al campo ( Laguna y Zona Agricola de Meztitlan
Hgo.) con una duracién de 3 dias en los meses de Septiembre de (1994) a Marzo
(1995), ya que es la época de mayor actividad de la especie Bufo valliceps. Se
obtuvieron los siguientes organismos:

LONG.HOCICO- | PESO CARACTERISTICAS No.
CLOACA PROMEDIO ORGANISMOS
PROMEDIO DE CADA
{mm) ORG.
(gr.}
Adultos 658 273 Organismos bien formados que 18

presentan crestas craneales

desarrolladas, que producen una
cavidad profunda en el centro de
la cabeza y una serie lineal de
verrugas a cada fado del cuerpo
con una linea clara por amiba ¥
una ohscura por debajo ademds

de una banda ventral clara.
Juveniles 14,2+ 2.38 0.212 0.8 |lgual que los adultos pero de talla 5
pequena.
LONG. TOTAL PESOQ CARACTERISTICAS No.
(mm). (gr.} ORGANISMOS

Larvas 1531.0 0.04 Cuerpo y cola poco desarrollados 22
Estadio |

Larvas 19£1.0 .07 De mayor tamafio y cola muy 29
Estadio Il desarrollada

Larvas 21+1.0 Q.11 Extremidades posteriores 8
Estadio Il presentes

Después de capturados se mantuvieron en estado de latencia a una temperatura
de 4°C y fueron transportados al laboratorio (Centro de Investigaciones Biolégicas
de la Universidad del Estado de Hidalgo UAEH).

Para establecer la relacion organismo y su habitat, se tomaron muestras de agua

y sedimento. Con botellas de vidrio lavadas previamente con una solucion de HC!
y HNO; al 50%. Una vez limpios se enjuagaron con abundante agua desionizada,

22



para evitar interferencias de metales contenidos en los recipientes y que estos
alterasen los resultados (APHA-AWWA-WPCF, 1992). :

Se determino la temperatura y pH del agua y substrato, posteriormente se
tomaron las muestras de agua y sedimento a una profundidad de 20 cm.

Para determinar los metales disueltos en el agua se tomaron 7 muestras de 1/2
litro de agua (cada una) a lo largo de el estudio en los sitios donde se observo
mayor actividad del bufo.

En el caso de los sedimentos se tomaron 7 muestras de lodo de 1/2 kilo (c/u) y 2
muestras de tierra seca a lo largo de el estudio en los sitios donde se observo
mayor actividad del bufo. '

Para conocer los agroquimicos utilizados en !a zona de estudio, durante los
recorridos de campo se recolectaron los recipientes de los agroquimicos que:
fueron observados en los campos de cultivo y en la cercania de la laguna de
Meztitian,

Para evitar que algunos cationes se perdieran por adsorcion en las paredes de
los envases de vidrio o por intercambio iénico, y reducir al méximo la precipitacion
y adsorcién en las paredes del envase, las muestras se acidificaron con 5 ml.-o
mas de acido nitrico hasta obtener un pH inferior a 2,0 (APHA-AWWA-WPC,
1992).

Para transportar las muestras contenidas en los envases se empaquetaron en
cajas acolchonadas de pldstico, con hielo molido, las cajas se recubriercn con
material aislante para evitar rupturas.

Para reducir al méximo la posible volatilizacién o biodegradaciéon entre el
momento de hacer 1a toma y la cuantificacién de los metales, se mantuvieron las
muestras a 4°C sin que llegaran a la congelacion (APHA-AWWA-WPCF, 1992).

Se trabaj6 en condiciones estrictamente controladas, a fin de obtener resultados
significativos y reproducibles, manteniendo constante el volumen de la muestra, el
volumen de acidos y el tiempo de contacto en el momento de realizar las
digestiones.

En el laboratorio (UAEH), se disectaron los tejidos de cada organismo (muscular,
cardiaco, hepatico, renal y cuerpos grasos) y huevos oviductaiés, ademas del
contenido estomacal. i

E! contenido estomacal se colocé en una caja de petri y se separaron los
elementos con ayuda de un microscopio estereoscopico. Se conformé de
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artrépodos principalmente por lo que se identificé a nivel de Familia con ayuda de
claves especializadas (Jacques, 1947; Borror y White, 1970; Borror et al., 1981;
Armnett y Jacques, 1981 y Chinery Michael, 1977).

Una vez obtenidos los tejidos y contenido estomacal, se licfilizaron a una

temperatura de 60°C y a un vacio de 5 utorricelis en un liofilizador marca
LABCONCO.

Los tejidos liofilizados fueron sometidos a una digestién dcida para su posterior
determinacion de metales en base humeda (ppm) por Espectroscopia de Emisgion
en Plasma. '

Para reportar los resultados en base humeda se tomo el porcentaje de humedad
mediante la siguiente formula:

Peso Himedo - Peso Seco
% Humedad = X100
Peso Humedo

DIGESTION POR ACIDO NITRICO Y ACIDO PERCLORICO

Ei procedimiento de digestién acida es usade para la preparacion de muestras, en
la determinacion de muchos elementos metalicos en plantas como tejidos
animales, incluyendo potasio, calcio, estroncio y cobalto. Este método puede
utilizarse también para elementos que son volatiles.

PREPARACION DE LAS MUESTRAS:
1L.-TEJIDOS

Se pesaron 0.2 g de muestra, el cual se coloco dentro de un vaso de 500 mi, se le
adicioné 5 ml de HNO, destilado, se cubrid con un vidrio de reloj y se calentd
ligeramente sin liegar a la ebullicion por 30 - 45 minutos, se dejé enfriar la
solucion y se le adicioné lentamente 1 ml de HCLO, al 70 %, se calentd a una
temperatura de 110°C hasta quedar sin color, cuidando de que la solucién no
llegara a sequedad. '

Se dejo enfriar y se recuperé la muestra enjuagando con agua desionizada, e}
vaso y el vidrio de reloj y se afordé a 50 ml en un matraz volumétrico, se guardaron
las muestras en frascos perfectamente cerrados, para su posterior lecturas de los
metales: Pb, Zn, Cd, Mn, Cu, Fe y Al en el Espectofotometro de Emision en
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Plasma (PERKIN ELMER, 1982). Para obtener ef valor real en ppm, se caiculo
mediante la siguiente formula ;
Para muestras solidas.

{CY(V) (d.1)
Elemento {(mg/g) = =ppm

(W)

Donde ;
C = Concentracion del elemento en la muestra en solucion (mgfl).
V =Volumen de la muestra no diluida en solucion (ml)
W = Muestra en gramos.
Volumen de la muestra d:lwda en solucion (ml)

df. =
Vol. de |a alicuota tomada para la dilucion (ml)

.- SEDIMENTO

Se pesaron 100 gr. de cada muestra la cual se colocd en una bolsa de
polietileno, después se colocé en un horno a una temperatura de 68 a 75°C
aproximadamente durante 5 dias hasta llegar al secado. Una vez secas las
muestras se maceraron y se tamizaron en una malla de 250 mm {Contreras,
1982),

Se tomo una muestra tamizada de 0.2 gramoes y se someti6 a digestion siguiendo
el método utilizado en tejidos. En este casc se filtrd la muestra antes del aforo,
porque no se llegé a desintegrar los silicatos ya que estos obstruyen el capilar de
inyeccion de muestra en el espectrofotdmetro de emisién en plasma.

.- AGUA
METALES DISUELTOS: Se filtraron 500 m! de agua. El liquido fue pasado por
un algoddn y a través de una membrana de 0.45 um, se colecto el filtrado y se le

adiciono 5 ml de HNO, para preservar la muestra antes de su lectura {Helrich,
1990). Para obtener el valor real se calculo mediante la sig. formula.
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Muestras liquidas :

Elemento {(mg/} = (C) (d.f.) = ppm

Donde :
C = Concentracion det elemento en ta muestra en solucién (mg/)

Volumen de la muestra diluida en solucién (ml)
df =

Volumen de la alucuota tomada para la dilucién (ml)

Una vez obtenidas todas las muestras se procedid a tomar la lectura de los
metales (base himeda) por triplicado: Zinc, Plomo, Cadmio, Manganeso, Cobre,
Fierro y Aluminio, en el Espectrofotémetro de Emisién en Plasma (mgfl).

Se estandarizo las unidades en ppm para comparar los resultaldos obtenidos en
las muestras liquidas y sélidas (ver Anexo lI).

DETERMINACION DE METALES POR ESPECTROSCOPIA DE EMISION DE
PLASMA

Es aplicable en 1a determinacion de 73 elementos traza, a concentraciones de 0.8
ng/l

Principio: Una fuente de plasma de acoplamiento inductivo, consiste en una
coriiente de flujo de gas argbn ionizado por aplicacién de un campo de
radiofrecuencias tipicamente oscilante a 27.1 Mhz. Este campo estd acoplado
inductivamente al gas ionizado por una bobina refrigerada con agua que rodea a
una lampara de cuarzo que soporta y confina el plasma. En un apropiado
nebulizador y camara de pulverizacion se genera un aeroscl de la muestra que se
leva al plasma a través de un tubo inyector colocado dentro de la lampara. El
aerosol de la muestra se inyecta directamente en ¢l Plasma de Acoplamiento
Inductivo (PAI), que somete a los dtomos que los componen a temperaturas de
aproximadamente 6.000 a 8.000 °K. Debido a ello, tiene lugar una disociacién de
moléculas casi completa, consiguiéndose una reduccidn significativa de
interferencias quimicas. La elevada temperatura del plasma exita eficazmente la
emision atémica. La ionizacion de un elevado porcentaje de atomos produce un
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permite una determinacién multielemental de metales. La [uz emitida por el PAI se
enfoca sobre la rejilla de entrada de un monocromador o policromador que
efectia la dispersion. Se utiliza una rejilla de salida alineada con precisién para
aislar una parte del espectro de emision, para medida de la intensidad empleando
un tubo fotomultiplicador. Ef monocromador utiliza una dnica rejilla de
salidaffotomultiplicador y puede emplear un mecanismo de exploracién controlado
por un ordenador para examinar secuenciaimente las longitudes de onda de
emisién. El policromador utiliza rejilas de salida fijas miltiptes y los
correspondientes tubos fotomultiplicadores; supervisa todas las longitudes de
onda configuradas utilizando un sistema de lectura de salida controlado por
ordenador. El procedimiento secuencial proporciona mayor seleccion de
longitudes de onda, mientras que el procedimiento simultaneo puede proporcionar
mayor capacidad de muestra Fig. 3) (APHA-AWWA-WPCF, 1992).

El Espectrofotometro en Plasma por acoplamiento inductvo, marca PERKIN
ELMER modelo Optima 3000 XL a través de una muestra nos da tres lecluras
con su respectiva media, desviacion estandar y coeficiente de variacion.

Transformador
Ontice

Genersdor de
Radio

Frecuencia

Espectrometro

Argon Microprocesador _l

Camara Y -

= ‘\ Electranicas 'i
®
pombt \;\\' Nesiduos

| Muestra

Computadora

I

Figura 3.- Esquematizacion del funcionamiento del Espectrofélometro de Emision
en plasma.
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TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Se regisraron los valores promedio de cada Bufo en cada tejido (musculo, higado,
riidn y corazén) por cada metal y estadios larvales, huevos oviductales,
contenido estomacal y cuerpos grasos y se determind el valor medio y su
desviacidn estandar.

Para el agua y sedimento también se determiné el valor medio y desviacién
estandar, para el total de muestras.

Se aplicé un analisis de varianza multivariade (MANOVA} para distinguir las
diferencias entre las concentraciones medias de un metal especifico entre los
diferentes tejidos donde la LHC se uso para reducir la variacién entre medias y
desviacion en el tamafo de el cuerpo, con el paquete estadistico
STATGRAPHICS Version 3.0. Seguido de una prueba de Duncan (Sokal y Rohff,
1981)

Para establecer la bioconcentracion de los diferentes metales en cada tejido y en
los diferentes estadios de desarrollo (huevo, larva, juveniles y adultos) se calculo
un indice de Bioacumulacion (IB) dividiendo la concentracién de cada tejido y/o
fase de desarrollo entre la concentracion encontrada en agua, suelo y contenido
estomacal, respectivamente (Janssen y Hogervorts, 1993)..

Concentracion Tejido o Fase de desarrollo
iB

Concentracion metal
en el medio (agua , suelo o contenido estomacal)

El indice de bioacumutacion (IB) muestra tres parametros; si el valor es 1 quiere
decir que la concentracion del metal es similar entre el tejido o estadio de
desarrollo y Ia encontrada en el medio (agua, suelo, contenido estomacalt).

Valores por arriba de uno muestra que los tejidos o estadios larvales sobrepasan
los valores del medio vy los valores abajo de 1 indica menor concentracion con
respecto al medio.

Para conocer los diferentes componentes alimentarios en los que puede ingresar
metales en B. valliceps, se procedid a retirar el estomago de cada organismo el
cual se colocd en una caja perti y con ayuda de un microscopio estereoscopico se
separaron los elementos que se identificaron hasta la categoria taxondmica de
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familia y el estadio de desarrolio (Adulte, Larva, Ninfas) para asi conformar la
“Famila-Presa® (Gutiérrez y Sanchez, 1986); con ayuda de claves especializadas
(Arnett y Jaques, 1981: Borror y White, 1970; Borror er al., 1981; Peterson, 1960).

Para cada familia se determiné el nimero de organismos y el peso himedo (0.1
gr.). )

Se utilizé el valor de importancia alimentaria {Acosta, 1982) que considera los tres
parametros esenciales en los estudios de alimentacién, a si es como determina la
importancia de determinado elemento en la dieta de el organismo.

1.- Abundancia Relativa, definida como la proporcién de cada categoria de presa
con respecto al total. .

2.- Volumen porcentual, que es e porcentaje en peso que representa cada
elemento con respecto al total.

3.- Frecuencia de ocurrencia, estimada como el nimero de estémagos en los que
aparece un determinadoe elemento.

VL=V ij + N ij + Ff
Donde; i} = Vij I Vi
j = Nij / ZNij

v
N
Fij = Fij / Nj

i
ij

V. |. = Valor de Importancia.

Vij =Vol. del i del elemento alimenticio (a) en el j depredador.

ZVij = Vol. total del contenido estomacal.

Nij = No. de elementos del i elemento alim. (a) en el j depredador.

ZNij = No. total de elementos de la muestra.

Fij = No. de contenidos estomacales donde se presenta el i efemento alim. del j
depredador.

Nj = No. total de contenidos estomacales del j depredador

Los valores de V.. varia de 0 a 3, se consideraron como importantes en la dieta,

aquellos que presentaron, valores arriba del 0.1 se consideraron como
fundamentales en la dieta de los organismos,
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RESULTADOS

AGUA

El agua de la laguna de Metztitlan presentd durante el periodo de muestrec un pH de
7, considerado como neutro, y una temperatura promedio de 18 + 2.0°C. Al analizar
las concentraciones de los diferentes metales solubles en agua, se encontraron
diferencias significativas (F (6,48) = 3.89, P < 0.05). Las concentraciones menores
correspondieron a el zinc, plomo, cadmio, manganeso y cobre (Fig. 4). El Aluminio
presentd una concentracion significativamente mayor; sin embargo, el Fe alcanzé los
valores mas altos con respecto a los demas metales.

SEDIMENTOS

Existe diferencias significativas en las concentraciones de los diferentes metales en
sedimento (F( 6, 69) = 71.05, P < 0.05), ( Fig. 5). No se detecté la presencia de Zn
y Cu, se encontraron valores minimos de Pb y Cd. Se encontré a el Mn con una
elevada concentracién. Sin embargo, los metales que se presentan con valores de
miles de ppm son Fe y Al, (Fig. 6) siendo el Gltimo el que se presenta con mayor
concentracion.

CONTENIDO ESTOMACAL

Al analizar los contenidos estomacales de Bufo valliceps se identificé un total de 14
familias presa, de las cuales sobresalen de acuerdo al valor de importancia
alimentaria las familias Grillidae (1.1935) y Formicidae (1.16), Aranae (0.80) y los
Scarabeidae (0.4739), (Cuadro 1).

Cuadro 1. Valor de Importancia Alimentaria de las Familias-Presa de Bufo valliceps en Metztitlan Hidalgo.

FAMILIAS-PRESA VALOR DE
IMPORTANCIA

1.- Gryllidae 1.1935
2 .- Formicidae 1.1591
3.- Arahae 0.8006
4 - Scarabeidae 0.4739
5.- Coccinellidae 0.443
6.- Tenebrionidae 0.3948
7.- Dermaptera 0.1993
8.- Vespidae 0.1685
9.- Phyrrocoridae 0.1007
10.- Staphylinidae 0.0904
11.- Curculionidae 0.07

12.- Cydnidae 0.0697
13.- Elateridae 0.0697
14.- Carabidae 0.0697
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Al analizar los metales pesados se encontré que existen diferencias significativas en
las concentraciones de los metales en los elementos del contenido estomacal
(F(6,117)=9.20, P < 0.05), que se compone de artrépodos principalmente: como se
observa en la Fig. 7, existe un primer grupo con fas concentraciones menores gue
correspondieron al Cd, Pb, Cu, Mny Zn. Un segundo grupo lo conforman Al y Fe con
concentraciones significativamente mayores dentro del contenido estomacal (Fig. 8).

ppm

25! = b

1.5]

051 a

METAL

Figura 4.- Concentraciones promedio de melales disueltos en Agua. Las letras arriba de las columnas
corresponden a las diferencias significativas, con P<0.05 de acuerdo a la prueba de rangos multiples
de Duncan. {Zn) zinc, (Pb} piomo, (Cd) cadmio, {Mn} manganeso, (Fe) fierro, (Al) aluminio y (Cu)
cobre. Las indicaciones son las mismas para el resto de las figuras a menos que se indique lo
contrario. Para las desviaciones estandar ver Anexo 1
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Figura 5.- Concentracion promedio de los metales zinc, plomo, cadmio, manganeso y cobre en
Sedimentos.
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Figura 6.- Concentracion promedio de fierro y aluminio en sedimentos.
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Figura 7.- Concentraciones promedio de los metales zinc, plomo, cadmio, manganesc y cobre en
Contenido Estomacal, '
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Figura 8.- Concentraciones promedio de los metales fierro y aluminio en Contenido Estormacat.
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USO DE AGROQUIMICOS

De los envases colectados, se encontraron en mayor proporcidn (44.4%) los
fungicidas. Entre los compuestos quimicos que los conforman estan el azufre, fierro,
zinc, cobre, manganeso y otros; le continua en porcentaje los insecticidas (33.3 %)
los cuales presentan en su composicion Metomil y por ultimo los fertilizantes
(22.2%), los componentes que los constituyen son el fierro, zinc, calcio, azufre,
cobre, cobalto entre otros (Cuadro 2).

34



OOV .LVHOIHONOW

YIINALSIS

33800 30 OJISYIHL OLV4INS NOIoov | (@18vL03WNH)
WNITOIDVELALUX0 30 021xol | 3G vaioid31ova OAN0d
OLVHGIHNOID YNIDIWOLJIHLSS 30 OLV4INS | $3TVAINYIING A TVH3d 30 SOAILTND ILNIWVEION YaIonn4d | 00§ NIDAW-INDY
OLVIIXISHVIONVYIOEdO T - LINIA 22 “1OrY3 A ILYWOLIF "0OVEVL
AINIAOWOHEIA 22 ‘ZIVW ‘OZNYINYD “Vdvd'0DdOS YAOS 02IXOL| OQvHLNIINOD {oainon)
INIBIXONIF-C-ONVI-V4Tv(S) VNIHLIN V1130 | 'NOJODTV 'SOAILTIND 30 SYOVld ViiVd 3LNFNVEION vaIoILo3sNl| "0 9'Z 8193a
SVLNVId 30
OMOIHYOTOONAIHONOW | OLNIIWIDIHD VINWILSI'SOL3TINOO.
OLYWVYENYD TIdOdd ONINVIL3WIG | - . SOONOH 30 3NDVLY 13 VHLNOD 02IX0L (oqinon}
£) 71dONd OLVHAIHNO1O SYVD ONvAONd | _SOAILIND S07 39310ud A SWIIAIFYD 3 N3WVHION vaINONN N dNJIASHd
%0L'E ODIWNK OTIdY
%S0°0 ONIQION
%P0 OSINVONYW
%0 I¥BOD
%520 OISINOVIN
%SZ'0 OIOVD
%¥'0 OHO8
%01 ONIZ
%0} OWY3l3
%09 0ISVL0d TWY3NID 0131402 (canorn)
%03 SOLY4504 N3 VHNLIADMOE A vENLINOLLNYEL 02IX0OL yvno4 sNd
%011 ONIDOULIN| ‘SVZITV.LHOH SOISVE SOALTND WiV | 3INIWYHIDI INVZIILNI4 ] SINVIdIYLNN
NOIDISOJdWOD NOIOYDINdY avaioixoL osn IYHWON

‘oBlepiH 'ueizap ep B

unbe g] @p seuoloeIpallul SE| U8 SopeZiiin sosnuinboiby ‘g olpend

35



ol ENE

O LYWYEHYD-TILAN INYENIOZNIE 0aIx01 3L vailywan|  {OavINNvEs)
2-1E3WIA 2'2-OHAIHIQ £'2) NYHYS088YD LOL TOHINOD | NIWVAYWIHLXT ] A VOIJILIO3ISNI g NYaYHNd
{OATOd)
‘OLYNOSYVYOO!ILIASIgNTIILS QaIXoL g3Z0INYN
'OSINYONYIWNTTILT A ONIZ NOISZZOONYIN OAILTND 30 Odit OQ0L vavd | JINIWYHION VAIDIONNS 00Z JLVZYWN
%59 ‘NIW 1D 30 OAINILNOD : QOIX0L ) {OAT0d)
NN NO2 0218dn2 OAIXOHOIH :3HE0D OAILIND 30 OdIL 000L YHVd |  JINIWvHION VAIDIONNS | SN1d 1IX0YdIH
(v IvHNI
3% O JYIONI
35 1S IYLHON
¥3as 3a3and)
OLVAINIIZOVOILEXOIIOWYEHYDILIN)) 021%0L AL {0AT0d)
: N TL3W-S 'OUWOLIAN SVOV1d | NWYOYINIY.LE YAIILDISNE ALYNNY]
%Z ONIZ
%9 OSANVONYIN 013 'vT10832'34VI 3LVNHVYIVD OoIXOL {oA04d)
{9,29) OLYWVBHVIOILIQ-SIA-NI LT A ONIZ | '0DIML 'vavE3D 'WNIAY'OIdY 'NOJOSTY | IINIWwH3ON YAINDNNS gIZOINYN
: ‘SO21YLID
%65> OLNIWI T3 OWOD OOINYLIW ND 30 A $TTVLNYL ‘LYWOL '00VEVL O2IX0L V10OV {oAT0d)
OQINILNOD NN NGO FxE900 30 SOMNHOI2IX0 VdVd “TOrd S ‘SvaovLadnons | JINIWYHION YAIDIONN NVSIONNd
'STIVINIWYNYO A STV.LNMS
‘Yd¥d 'SYS3Y ‘ONId3d 'vZvavTyD
“VIONYS'NOTIW) SY32vLIgynond
F18N10S ONIZ|  'OZNYEYYD “ILVNHYOVI VA0S TOryd
F7EN10S oYY 'OUVHOIIHD "THONSYJNID NOQoD Y 02IX0L VAIDIYYOY {oA104d)
%€9 I1VLIIWAH TYANZY W4IV4TY 'SIVINOL :SOAILTND | SINIWVHION A VAIIONNL 1NSYOVS

"UQIDENUIUOY 'Z 0JPEND

36



513 "'WONHI31 100 'ONZYHNag

0oMXoL

"0OMILIN NOLLYHYd “YNIFNZY38 TOrIYd 'NOGOOTV | ZINIWVHION vaIDILOISNL 3-05 AF104
‘ALYWOLIr 02IXOL YaioiyaLove
YNITDIDVELILIXO 30 OLYHOIHEOTD JUHD 'OOVEVL 'YNVZNYIN WwH3d | 3INSWVH3ON VQIZIONNL %8G VHH3L
- 043 ‘STUHD 021X01 yvinod
'S '8 ‘BN 'ad 'uZ ‘'uy ‘LVINDL “T38V138 ‘JLOWYD 'Vdvd | IINIWYHION | OLINIINYIVYL 41 JWAZOI8
{oA10d)
‘O00l00S OLY4INS 'ONITVLLIN 'S T28dWYD
‘00 'O ‘02 ‘U ‘94 ‘B 2D M ‘01404504 0QISY ‘SOOINLID ‘'STVLNYL 'SYZINY.LHOH JINVYZILN3d 3IHO-OUD
%G’ L ODINNH 0AIDY
°4Z00'0 OLVE0D
%$(Q QHOH
%,60°0 40D
%1'0 OSINVONVIN
%1°0 QISINOVIN
%} 344NZY
%Z 0 010D
%G00 ONIZ
%50 Oyu3ld
%5 (OD) 0ISY.LOd
%4GL{50Zd) OHOIS04 | "SYZITVIHOH A 0DHOS ZIvIW ‘s3v.LNEd CAXOL Hvinod {oainon)
%01 WOVINOWY ONIOOULIN | 'vSTud 'STWIHIO 'NOGOOW VI WY JAINTIWYHION | JEINVZIILHAS 139040489
"0QIXO-E NIdOILYXOIIOZNIEE ¥'Z-ONVLIW 021X0L (oainorm
-OHAIHYXIHOHOIDYX3H) NYJINSOONT OALLTND 30 Odit 0001 Vivd JINIWVLIV waIDILIASN NVACIHL

uoIIENUAUOY ‘T OIpEND

37



ESTADIOS DE DESARROLLO

Se observaron variaciones significativas en la acumulacion de zinc en los diferentes
estadios de desarrollo, (F(3, 15) = 23.51, P < 0.05) es notable que durante el
crecimiento de la especie existen variaciones en la acumulacién de Zn (Fig. 9). En el
estadio 1 encontramos un valor alto el cual aumenta en ef estadio 2, siendo esta la
etapa donde se observa la mayor concentracién del metal, al pasar al estadio 3 la
concentacién desciende a un nivel por debajo del estadio 1 y en juveniles se
observa la menor concentracién. Es evidente que aunque se presenta este patron
general en cada uno de los metales analizados, la magnitud de las concentraciones
difiere entre los metales (Fig. 9 y 10).

Se observa variaciones altamente significativas en las concentraciones de plomo,
(F(3,15) = 244.27, P < 0.05), el comportamiento de las concentraciones se apega al
patrén general antes mencionado sin embargo, en este caso en juveniles no se
encontrd Pb {Fig. 9).

Como se puede observar en la figura 9, existen diferencias .significativas en fa
acumulacién de cadmio, (F(3.15) = 56.62, P < 0.05), en los diferentes estadios
analizados {Fig. 9). Este metal no se observé en juveniles.

Se observan variaciones altamente significativas en las concentraciones de
manganeso en los diferentes estadios, (F(3,15) = 270.58, P < 0.05), (Fig. 9).

Como se puede observar en la figura 9, existen variaciones significativas en las
concentraciones de cobre en los diferentes estadios y juveniles (F(3,15) = 2.43, P <
0.05). En este metal no se observa el patrén general, ya que en el estadio 1 se
encontré un valor alto, al pasar a estadio 2 disminuye descendiendo hasta estadio
3 donde se observa la menor concentacién al pasar a juveniles aumenta
considerablemente superando el valor del primer estadio.

Existieron variaciones altamente significativas en las concentraciones de fierro
(F(3,15) = 228.821, P < 0.05) y aluminio (F(3,15) = 167.57, P < 0.05) en los
diferentes estadios (Fig. 10). El comportamiento en la acumulacion de Fe y Al es
semejante a los demas, con la diferencia de que estos metales fueron los que se
registraron en mayor cantidad en-los diferentes estadios y juvenites en comparacion
con los demas metales analizados (Fig. 8 y 10).
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Figura 9.- Concentraciones promedio de los metales zinc, plomo, cadmio, manganeso y cobre en los
diferentes estadios de desarmrollo y juveniles.
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Figura 10.- Concentraciones promedio de los metales fierro y aluminio en los diferentes estadios de
desarroilo y juveniles.
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INDICE DE BIOACUMULACION EN ESTADIOS DE DESARROLLO

Al comparar los valores de las concentraciones de los metales analizados en los
diferentes estadios de desarrollo con respecto a las concentraciones de los metales
determinados en agua y sedimento a través de un indice de bioacumulacion (iB). Se
encontrd que el Zn, Pb, Cd, Mn, Fe y Al, en los diferentes estadios sobrepasan
ampliamente las concentraciones presentes en agua (cuadro 3). Es apreciable que
el estadio 1 presenté menor IB , aumentando en el estadio 2, en el estadio 3 se
presenta el mayor IB, con una tendencia a disminuir en juveniles. Es notable que el
estadio 3 es donde se encuentra el mayor valor.

El Cu no se ajusta a el patrén antes mencionado ya que como se chserva en el
cuadro 3, de un valor alto en estadio 1, disminuye en el estadio 2, aumentando en
estadio 3 y desciende al minimo en juveniles.

Cuadro 3. I_ndices de Bioacumulacidn entre os estadios de desarrollo y juveniles con las
concentraciones encontradas en el agua.

ESTADIO| | ESTADIOH { ESTADIONI | JUVENILES
METAL

Zn 64.00 186.06 499.872 285.74
Pb 0.00 181.66 560.86 342.32
Cd 0.0 - 72373 370.76 259.143
Mnh 77.63  734.21 1694.78 1003.02
Fe 131.485 0.412 4855.71 2807.15
Al 604.274 1626.70 6031.58 3604.23
Cu 752.7 57.6 267.57 33.16
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Al comparar el IB de los estadios de desarrollo, con respecto a el sedimento {cuadro
4), se observa que el Cd y Mn en los estadios Il sobrepasan escasamente las
concentraciones detectadas en sedimento y presentan valores cercanos en relacién
al substrato, el Pb y Fe en estadio 3 y en juveniles el Cd. Mientras que los demas

metales presentes en los diferentes estadios muestran valores inferiores en relacién
al sustrata.

Cuadro 4.- Indices de Bicacumulacién entre los estadios de desarrollo y juveniles con las
concentraciones encontradas en sedimentos.

ESTADIO| ESTADIO Il | ESTADIO il | JUVENILES
METAL ~
Zn 0.0 0.0 0.0 0.0
Pb 0.0 0.028 0.91 0.55
Cd 0.0 0.28 1.456 0.99
Mn 0.051 0.485 1.121 0.0027
Fe 0.019 0.21 0.716 0.414
Al 0.4341 0.117 0.433 0.26
Cu 0.0 0.0 0.0 0.0

41



METALES EN TEJIDOS DE ORGANISMOS ADULTOS

Se observaron diferencias significativas en la acumulacién de zinc en los diferentes
tejidos analizados (F(5,99) = 5.94, P < 0.05), (Fig. 11). Encontrando valores minimos
en los cuerpos grasos, corazén y musculo incrementandose significativamente [a
concentracion en higado y alcanzando los valores superiores en rifién y huevos
oviductales.

Se observaron diferencias poco significativas en las concentraciones de plomo en
tos tejidos analizados, (F(5,99) = 1.71, P < 0.05). No se detecto la presencia de Pb
en corazon y cuerpos grasos, se encontraron bajas concentraciones con valores
“similares en rifién, musculo, higado y huevos oviductales (Fig. 12).

Rifion vy lipidos fueron los Unicos tejidos en los que no se detecto la presencia de
cadmio. El Andlisis estadistico muestra que no hay diferencias significativas en las
concentraciones de Cd en los demas tejidos incluyendo a huevos oviductales
(F{5,99) = 0.92, P > 0.05), (Fig. 13).
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Figura 11.- Concentraciones promedio de zinc en los diferentes tejidos analizados. (Ri) rifion, (Co)
corazon, (C.G.) cuerpos grasos, (Mu) musculo, (Hi) higado y (H.O.) huevos oviductales. Las
notaciones son las mismas para el resto de las figuras a menos que se indique lo contrario. Para las
desviaciones estandar ver Anexo |,
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Figura 12.- Concentraciones promedio de plomo en los diferentes tejidos analizados.
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Figura 13.- Concentraciones promedio de cadmio en los diferentes tejides analizados.
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Se observaron variaciones poco significativas en las concentraciones de manganeso
en los tejidos (F(5,99) = 1.58, P < 0.05), no se encontrd dicho metal en corazédn y
cuerpos grasos (Fig. 14), se detecto un valor minimo en musculo y rifén; un ligero
incremento pero significativo, en las concentraciones de Mn en higado y huevos
oviductales.

Se observaron variaciones significativas en los valores de cobre en los diferentes
tejidos estudiados, (F(5,99) = 3.91, P < 0.05), en los cuerpos grasos ne se detecto
Cu (Fig. 15); en corazén y musculo se presentaron los valores mas bajos, mientras
gue en huevos oviductales y rifidn se presento una concentracidn ligeramente
mayor; pero la concentracién significativamente mas alta se determino en higado.

Se registraron variaciones significativas en las concentraciones de Fierro en los
diferentes tejidos analizados, (F(5,99) = 5.76, P < 0.05). Como se puede observar en
la figura 16, un primer grupe presentd las mencres concentraciones el cual estuvo
conformado por los cuerpos grasos y musculo, un segundo grupo con valores
mayores pero sin diferencias significativas entre ellos corresponde a los tejidos:
rifidn, higado, corazén y en huevos oviductales.

El Aluminio mostré variaciones significativas en su concentracién, en los diferentes
tejidos (F(5,99) = 4.79, P < 0.05), en corazdn no se detectd este metal (Fig. 17), se
encontrd los valores mas bajos en misculo, cuerpos grasos y el rifdn, mientras que
en huevos oviductales se detectd un valor mayor en la concentracion, sin embargo,
el higado fue el que presento la concentracion mas alta.
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Figura 14.- Concentraciones promedioc de manganeso en los diferentes tejidos analizados.



ppm

30 d

251"

201"

15"

10y c - a b b

nE

0 e N n) M )7
Ri Co C.G. Mu Hi H.O.

TEJIDO

Figura 15.- Concentraciones promedio de cobre en los diferentes tejidos analizados.
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Figura 16.- Concentraciones promedio de Fierro en los diferentes tejidos analizados.
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Figura 17.- Concentraciones promedio de aluminio.

INDICES DE BIOACUMULACION EN TEJIDOS DE ADULTOS

El indice de bioacumulacion entre tejidos y en huevos oviductales en retacién con el
agua (Cuadro 5), mostrd que en la mayoria de los tejidos asi como en huevos
oviductales la concentracién sobrepasa. grandemente a las concentraciones
registradas en agua. En rifién el Cd, en corazén Pb y Al, en cuerpos grasos Pb, Cd,
Mn, ¥ Cu, no mostraron que sobrepasaran a los valores de metales encontrados en
agua,

Al comparar los tejidos y huevos oviductales de B. valliceps con el sedimento
(cuadro 6), el IB. mostrd que la mayoria de las concentraciones de los diferentes
metales en tejidos y huevos oviductales fueron inferiores en comparacién al
substrato, salvo en corazon e higado la concentracion de Cd presento un valor
cercano a el encortrado en suelo.
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Cuadro 5.- Indices de Bicacumulacion entre los diferentes tejidos analizados y huevos oviductales
con las concentraciones encentradas en el agua.

RINON | CORAZON G%FA%%S MUSCULO | HIGADO Ovré%%‘ﬁf’j s
METAL
Zn 150.66 53.324 8.81 38.12 88.283 233.51
Pb 9.54 0.0 0.0 79.454 53.69 42.7
Cd 0.0 173.7 0.0 41.082 187.19 19.44
Mn 1.96 0.0 0.0 0.49 27.33 414
Fe 54.59 88.80 4.052 5.33 75.88 73.37
Al 25.39 0.0 12.92 10.41 151.86 74.92
Cu 28273 15.1 0.0 131.21 2722 150

Cuadro 6.- Indices de Bioacumulacion entre los diferentes tejidos analizados y huevos oviductales
coh las concentraciones encontradas en sedimentos.

RINON | CORAZON G%:g%-s MUSCULO | HIGADO o V:&i\ﬁiss
METAL

Zn 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Pb 0.0154 0.0 0.0 0.13 0.087 0.07
Cd 0.0 0.67 0.0 0.16 0.72 0.0745
Mn 0.0012 0.0 0.0 0.0003 0.02 0.037
Fe 0.008 0.013 0.0005 0.0008 0.011 0.011
Al 0.002 0.0 0.001 0.0007 0.011 0.0053
Cu 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
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El IB de los valores de las concentraciones de los metales analizados en los
diferentes tejidos y huevos oviductales con respecto a los valores determinados para
contenido estomacal (Cuadro 7), mostrd que las concentraciones de los metales en
tejidos y huevos oviductales estan por debajo de los valores detectados en el
contenido estomacal;, a excepcién del Cd en corazon, Cd y Cu en higado que
sobrepasan a las concentraciones observadas en el contenido estomacal. Por otro
lado el Zn en rifién, Pb y Cd en musculo y en huevos oviductales el Zn y Mn pre-
sentaron valores cercanos a los detectados en contenido estomacal.

Cuadro 7.- Indices de Bicacumulacién entre los diferentes tejidos analizados y huevos oviductales
con las concentraciones encontradas en ios contenidos estomacales.

RINON | CORAZON G%:g%s MUSCULO{ HIGADO ovroltjf:\:r?nf.ss
METAL
Zn 0.6336 0.2242 0.0134 0.16 0.3713 - 0.9821
Pb 0.083 0.0 0.0 0.7 0.47 0.37
Cd 0.0 2.64 0.0 0.63 2.843 0.295
Mn 0.028 0.0 0.0 0.007 0.392 0.80
Fe 0.063 0.1031 0.047 0.006 0.09 0.085
Al 0.029 0.0 0.0006 0.012 0.1744 0.086
Cu 0.193 0.01 0.0 0.09 1.856 0.1022
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Con el fin de conocer la cantidad de metales que pudiese estar aportando B.
valliceps a cualquier organismo que lo deprede, en algunos de su estadio de
desarrollo, se procedié a determinar cuanto aportaria un solo organismo de tamaiio
promedio de acuerdo a los analizados en el presente estudio (ver pagina 22). Para el
caso de adultos se considero la sumatoria de cada metal en la totalidad de los
organos analizados para un adulto de tamaiio promedio de 5.8 mm de longitud
hocico cloaca con un peso de 27.3 grs.

Para hacer comparativa la cantidad del metal en cada uno de los estados de
desarrollo del anfibio a continuacién se presentan las siguientes graficas.

En la grafica 18 se observa la presencia de Zn en todas las etapas analizadas, en
donde se nota una variacién de concentraciones, el minimo valor corresponde a
Larvas-1, se incrementa en Larvas-2 y Larvas-3 sucesivamente; al pasar a juveniles
la concentracién disminuye a un valor por arriba de Larvas-2; al pasar a la etapa
adulta el valor aumenta considerablemente superando a todas las etapas
analizadas, a huevos oviductales presentan mayor concentracion en relacion a las
etapas larvarias y juveniles, debido probablemente a que en los huevos oviductales
se requiere la presencia de Zinc para los procesos enzimaticos que son muy
importantes para el desarrollo embrionario.
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Figura 18.- Comparacién de la cantidad de Zinc que contiene un solo organismo de cada estadio de
desarrollo. (L-1) Larvas-1, {L-2) Larvas-2, (L-3) Larvas-3, (JUV.) Juvenil, (ADUL.) Adulto, {H.0.) Huevos
Oviductales. Las indicaciones son las mismas para el resto de las figuras a menos que se indique 1o contrario.
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No se encontro Pb en Larvas-1 y juveniles, en Larvas-2 se detecta la presencia de
este metal al pasar a Larvas-3 aumenta aproximadamente 4 veces el valor de
Larvas-2, pero desaparece en juveniles, sin embargo, en adulios se detecta la
mayor concentracidn de este. Es notable que en huevos oviductales se encuentre y
con valores menores a Larvas-2 (Fig. 19).
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Figura 19.- Comparacion de la cantidad de Plomo que contiene un solo organismo de cada estadio de
desarrollo.

El comportamiento de las concentraciones detectadas en Cd, se asemeja al patrén
establecido para Pb. Son significativos los valores tan altos de Cd en adultos (Fig.
20). Es apreciable la presencia del metal en huevos oviductales con valores
superiores a Larvas-2.

La concentracidn de Mn aumenta progresivamente de Larvas-1 a Larvas-3, en
juveniles, desciende a un nivel per debajo de Larvas-2, en adultos e valor aumenta
pero con un valor por debajo de Larvas-3. En huevos oviductales se presentan
valores superiores a Larvas-1 que es la etapa en donde se presenta ja minima
concentracion (Fig. 21).

Las concentraciones presentes de Cu siguen el patrdn antes mencionado para Pb y

Cd con la diferencia de que en Larvas-2 se detecta la minima concentracion (Fig.
22).
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Figura 20.- Comparacién de la cantidad de Cadmic que contiene un solo organismo de cada estadio de

desarrotio.
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Figura 21.- Comparacién de la cantidad de Manganeso que contiene un solo organismo de cada

estadio de desarrolio.
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Figura 22.- Comparacion de la céntidad de Cobre que contiene un solo crganismo de cada estadio de
desarrollo.

Es semejante el comportamiento de Fe y Al. El valor minimo corresponde a Larvas-1
el cual incrementa en Larvas-2 y Larvas-3 aumenta considerablemente y en adultos
tiende a incrementar superando a Larvas-1, Larvas-2 y Juveniles. En huevos
oviductales se presentan valores en ambos metales por arriba de Larvas-1 (Fig. 23 y
24).

Es de esperarse que conforme se avanza el desarrollo de las larvas, incremente la
biomasa por ello la cantidad del metal acumulado. Los cambios en cantidad de
metales en la transicion de larva a juvenil o de juvenil a adulto, se deba quizas al
metabolismo que regula la cantidad de los metales en el organismo.

Es apreciable la elevada cantidad de Pb, Cd y Cu (metales no esenciales), en los

adultos considerando que solo se determino para cinco tejidos y que aun faltarian
cuantificar la deposicion en cerebro, tejido 6seo, estomago, intestinos y piel.
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Figura 23.- Comparacién de !a cantidad de Fierro Gue contiene un solo organismo de cada estadio de
desarrollo,
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Figura 24.- Comparacion de la cantidad de Aluminio que contiene un solo organismo de cada estadio
de desarrolio.
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ANALISIS DE RESULTADOS

AGUA

En el agua de la Zona Agricola de Meztitian Hgo. se detecté en menor concentracién
Cu, Cd, Pb, Mn y Zn, en mayor concentracién Al y Fe. Los valores de los diferentes
metales pesados determinados en el agua no sobrepasan a los valores maximos
permisibles reportados en la NOM-CCA-ECOL- 032/1993 (D.O.F.1993) a excepcion

de Cd que duplica el valor méximo permisible y Mn que lo sobrepasa ligeramente,
cuadro 8.

El Mn en aguas de Meztitlan presenté el valor de 0.24 ppm que sobrepasa los
0.14 ppm valor aceptado como tolerable, para agua potable que es de 0.10 ppm por
la Organizacién Mundial de la Salud, (Galvao y Corey, 1987b). Sin embargo el Mn
se encuentra en el maximo permisible de contaminacién para aguas residuales de
origen urbano o municipal para su disposicién mediante riego agricola de acuerdo a
la NOM-ECOL-CCA-032/1993, (D.O.F.1993).

Cuadro 8.- Valores de las concentraciones de metales pesados detectados en Meztitlan Hidalgo v los
valores maximos permisibles en fa NOM-CCA-ECOL-032/1 993, (D.O.F. 1993).

METAL VALORES EN [ NOM-CCA-32-
AGUA DE ECOL/1993
MEZTITLAN (ppm)
{ppm)
COBRE 0.01 5
CADMIO 0.02* 0.01
PLOMO 0.05 5
MANGANESO 0.24* 0.2
ZINC 0.31 2
ALUMINIO 1.90 5
FIERRO 2.42 5

* Vator que sobrepasa los permisibles

SEDIMENTOS

Los sedimentos analizados, no presentaron Zn y Cu. Estudios que se han realizado
en suelos de Palmerton de EUA registraron como contaminacién una concentracién
de 230 a 24000 ppm de Zn y de 9.9 a 440 ppm de Cu (Beyer et al., 1985).



Los valores considerados como normales de Pb en suelo son de 25 ppm (Corey y
Galvao, op. cit), si la comparamos con el valor abtenido en los sedimentos de
Meztittan tenemos que para esté fue de 36.16 ppm el cual sobrepasa una
concentracion de 45.60 % con respecto a los niveles normales. Lo que indica que
estos sedimentos estan contaminados por Pb. Las altas concentraciones de Pb en
suelo son un potencial peligroso para la vida silvestre y para aquellas especies cuya
cadena alimenticia dependa del suelo (Ireland, 1977).

Estudios realizados en suelos cercanos a una fundidora en Palmerton Pensylvania,
EUA indican una fuerte contaminacion por Pb con valores de 41 a 2700 ppm. Esto
indica que el valor detectado en Meztitidn Hidalgo no es altamente tdxico, en
comparacion con otros valores que sobrepasan de una manera alarmante los valores
nhormales.

La concentracién de Cd sobrepasa 6 veces a el valor considerado normal (1ppm) de
acuerdo a la OMS (Galvao y Corey, 1987a). El valor obtenido de 6.70 ppm en
Meztitldn indica que los sedimentos analizados presentan altas concentraciones de
Cd; se debe tomar en cuenta que a este metal se le conoce como uno de los mas
toxicos, al cual se le ‘atribuyen propiedades cancerigenas (Lopez-Artiguez, et al.,
1993).

Tomando en cuenta que el valor detectado para cadmio en los sedimentos que fue
de 364.84 ppm y al compararlo con los niveles normales 500-900 ppm reconocidos
por ta OMS (Galvac y Corey, 1987b) y por otros estudios que reportan suelos
contaminados con un valor de 710 ppm (Beyer ef al., 1985), nos damos cuenta que
el valor detectado en Meztitlan no sobrepasa los limites considerados como txicos.

El valor detectado para Fe fue de 16441.24 ppm el cual se considera alto, no se
tiene referencias para saber si alcanzan valores altamente téxicos.

Los valores medios de Al fueron 26540.464 ppm. No hay forma de comparar estos
resultados por la inexistencia de otros estudios.

CONTENIDO ESTOMACAL

Zinc

ta cantidad de zinc encontrada en los Contenidos Estomacales resultan ser
ligeramente altos (76 ppm) al compararlo con valores reportados de 1910-11900
pmol/mg (125.15 - 773.3 ppm) en artrépodos de sitios contaminados por metales
pesados (Janseen y Hogervorst, 1993). El elevado contenido de Zn en los
contenidos estomacales de B. valliceps se deben a que los Aricnidos e lsépodos
acumulan grandes cantidades del metal en comparacién con los insectos (Roth-
Holzapfel, 1988) aunque de alcanzar valores muy altos el Zn en los isépodos les
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puede causar la muerte {Beyer ¢ al., 1984). Si observamos el valor de importancia
alimentaria, (cuadro 1) fos Aracnidos y los Isépodos {cochinillas) fueron relevantes
en {a dieta de B. valliceps de ahi su alto valor del Zn en el contenido estomacal.

Plomo

Los valores de plomo en el contenido estomacal de B. valliceps se compara {6.33
ppm) con lo encontrado en diferentes artropodes con 7.6 - 543 pmolfmg (1.57 - 112.4
ppm) de un sitio contaminado {(Janssen y Hogervorst, 1993); en insectos carrofieros
se ha encontrado valores de 14 ppm lo cual se considera un valor allo (Beyer ¢f al.,
1985). El Pb no es un elemento esencial en los organismos por {o que su presencia
en los artropodos depende de concentraciones externas (Martin y Courthney, 1982
en Janssen y Hogervorst, op. cit.). Se sabe que el Pb no alcanza elevados valores
en Artropodos por un mecanismos de excrecion rapida (Jassen y Hogervorst, op.
cit.).

Cadmio

El Cd se encontrd en menor concentraciéon en comparacién con los otros metales, su
concentracién se encuentra muy por debajo de las 25 ppm detectado en insectos
carrciieros de un sitio contaminado en USA (Beyer ef al., 1985). E! Cd al igua! gue el
Pb no es un elemento esencial para los artrdpodos por lo que su presencia en los
mismos, también depende de su concentracidn en el medio (Martin y Courthrey,
1982 en Janseen y Hogervorst, op. cit.).

Manganeso

El manganeso alcanzd valores altos al rededor de 20 ppm en los artropodos que
constituyeron la dieta de B. valliceps. Janseen y Hogervorst, (1993) registraron
vatores de 360-10300 pmol/mg (19.77 - 565.78 ppm) en diferentes Artrépodos
contaminados por el metal.

Cobre

La presencia de los valores de cobre en el contenido estomacal se debe a que
isbpodos y Aracnidos usan la hemocianina para transportar oxigeno y se le puede
encontrar en menor proporcion en Carabidos (Ernst et al., 1974; Olechowicz, 1985,
Grodzinka et al, 1987; Roth y Holzapfel, 1989), aunque en condiciones de
contaminacién los escarabajo carrofieros han alcanzado valores de 13 ppm (Beyer ef
al., 1985). Si recordamos todos estos artropodos se encontraron en el contenido
estomacal de B. valliceps de ahi la explicacién del valor de 15.35 ppm de Cu.
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Fierro

El Fe fue el metal con méas alta concentracion en los componentes del contenido
estomacal. Este metal debido a su abundancia en el medio se refleja en los valores
encontrados en los invertebrados (Janseen y Hogervorst, 1993).

Aluminio.

En cuanto a el aluminio no se tiene ninguna referencia para comparar el valor
detectado en los artrépodos de la dieta de B. valliceps. Pero es evidente que los
valores son altos si los comparamos con agua, suelo y tejidos.

EFECTOS DE LAS CONCENTRACIONES DE METALES EN HUEVOS Y
ESTADIOS DE DESARROLLO

Zinc

En un estudio de campo se encontré que la presencia de 4.73 ppm de zinc en
cuerpos de agua en Inglaterra provocd un 75 % de anormalidades en huevos de
Rana temporaria. La causa de las anormalidades se debe a una absorcion
incompleta del vitelo (Beattie ef al., 1991). Aunque el agua de la laguna Meztitlan no
alcanza grandes valores (0.36 ppm), son notables los valores de 73.04 ppm,
encontrados en los propios huevos oviductales.

El tratamiento de larvas de Bufo arenarum con 32 ppm de Zn provocé la muerte del
65 % de los organismos después de 120 hrs. del tratamiento. A concentraciones
menores no tuvo efecto letal (Hercovits y Pérez-Coll 1991). Las larvas de Bufo
valliceps tampoco se encuentran expuestas a estos valores en agua. El Zn puede
tener un efecto benéfico al reducir efectos del Pb en proporcién 1:1 (Hercovits y
Pérez-Coll, 1991).

Plomo
Si bien es baja la concentracion de Pb en el agua de Meztitlan, es significativa la
cantidad de Pb en los huevecillos (2.49 ppm) considerando que no es un elemento
esencial (Fig. 12).

En una Rana Coreana se encontré que con valores de 4-70 ppm de plomo en agua,
provoca reduccion en el ndmero de células germinales, mientras que en los
renacuajos provoco citolisis (Hah, 1979),

- Al exponer a huevos de Xenopus laevis a valores de 0.001, 0.01. 0.1, 0.5, 1.0, y 10

ppm de Pb, acasiono deformaciones severas en los embriones, del orden del 59, 74,
82, 96 y 100 % y muerte respectivamente; ademas de las deformaciones se dio la
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detencién del desarrollo, edemas, escaso pigmento, paralisis y no se presenta
enrollamiento del intestino en larvas (Miller y Landesman, 1978).

En las larvas de B. valliceps es apreciable que los valores de bioacumulacion
incrementa con el desarrollo larval y que las concentraciones del metal son altisimas
(Fig. 8), incluso cuando han sufrido su total transformacion (20.05 ppm) Esto
sobrepasa en mucho a lo valores alrededor de 0.97 ppm de Pb a lo largo de todas
las etapas del desarmollo larval de Rana esculeta (Baudo, et al, 1976}.

En larvas de Rana clamitans carentes de miembros expuestas a 750 - 1000 ppb de
Pb se observaron efectos adversos en la locomocion, aprendizaje y memoria debido
a la neurotoxicidad del metal (Taylor et al., 1990).

En experimentos con larvas de Bufo arenarum se encontré que al exponerlas a 16
ppm de Pb provoco la muerte del 60 % de los organismos a las 120 horas, de la
exposicién; el 55 % de organismos tratados con 1 ppm murieron a las 70 hrs.
(Herkovits y Pérez-Coll, 1991). Antes de la muerte los efectos provocados por el Pb
tuvieron nado erratico y reduccién en el equilibrio lo cual puede ser debido a la
interferencia del Pb con los cationes bivalente tales como el calcio {Craan et al,
1986 en Hercovits y Pérez-Coll, op. cit.). -

El Pb en una base molar es 6 veces més téxico que el Zn desde el punto de vista
bioquimico puede ocasionar un descenso de la actividad celular al interferir con
proteinas y acidos nucleicos (Marion y Denizeau, 1983 en Hercovits y Pérez-Coll,
1891). El Pb se une a los grupos sulfidrilos de polipéptidos y fosfatos de acidos
nucleicos, esto provoca la distorsién de proteinas y la ruptura de acidos nucleicos,
resultando una inhibicién de algunos sistemas (Eisinger, 1978 en Herkovits y Pérez-
Coll, 1991).

Los elementos esenciales son regulados dentro de ciertos intervalos en cada
especie sin embargo, los elementos no esenciales como el Pb son mas
dependientes de las concentraciones externas (Martin y Courthrey, 1982 en Janssen
y Hogevorst, 1993).

Es facil percatarse que con valores bajos de Pb se provoca dafos muy severos al
estado larval de los organismos. Por lo que al considerar los valores de Pb en agua,
sedimento y los estadios larvales 2, 3 y los organismos metamorfoseados en
Meztittan, es muy probable que estos estén sufriendo los dafios antes mencionados.

Cadmio

Huevos y larvas de Xenopus laevis al ser expuestos a concentraciones de 0.001,
0.01, 0.1. 0.5, 1.0 y 10 ppm de cadmio en agua han presentado deformaciones
severas del orden del 91 %, 91 %, 87 %, muerte, 2 % y muerte de los organismos
respectivamente, entre los afectos observados estan: la detencion del desarrollo,
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edemas, pigmentacién pobre, parélisis y no hay plegamiento del intestino (Miller y
Landesman, 1978).

Los estadios larvarios de Bufo arenarum expuestos a 1, 2 y 4 ppm de Cd en agua,
han sufrido mortalidad en una proporcién del 5 %, 25% y 90 % respectivamente a
las 72 hrs. de fa exposicidn, antes de la muerte, sufren de edemas, nado en
posicion anormal, pérdida del equilibrio, incremento de la irritabilidad, contracciones
arritmicas, incurvacion del blando axial y caida de fa piel; la toxicidad del Cd se
interpreta como un efecto secundario del efecto inhibitorio de la ATPasa epitelial
(Muifo et al., 1990).

Los huevecillos dentro de las hembras de B. valliceps mostraron valores superiores
a los anteriormente descritos y en larvas se encontrd este metal a partir de! estadio
2 con valores de 1.86 ppm hasta el valor de 9.76 ppm en los juveniles. Es evidente
que parte de los efectos antes descritos por los autores pueden estar provocando la
mortalidad asi como las demé4s afectaciones en los huevecillos y las larvas de B.
valliceps.

En embriones de Yenopus laevis se ha observado afectaciones en epidermis en el 40
% de los organismos, ojos en el 35 %, pronefros (24% de los organismos) y 20% en
somitas de los embriones tratados con 2 ppm de Cd; es evidente su efecto en la
organogénesis (Cotta, 1980).

Se sabe que el Zn puede ser un agente protector de los efectos téxicos del Cd. El
efecto protector del Zn contra el Cd depende de una proporcion optima del 1:8 Cd/Zn
(Hercovits y Pérez-Coll, 1991). En el agua de la laguna de Meztitlan esta proporcion
es de 1:14 Cd/Zn por lo que se puede estar dando este efecto protector por parte
del Zn.

E! Cd no es un elemento esencial para los organismos al igual que el Pb por los que
su concentracion en los organismos depende de la concentracién externa (Martin y
Courthrey, 1982 en Janssen y Hogevorst, 1993), lo cual es evidente en las tarvas de
B valliceps ya que el contenido de Cd en el agua duplica el valor considerado como
normal y es seis veces mayor en suelo con respecto al normal.

Manganeso

Baudo (1976) enconttd que el manganeso es el metal que alcanza mayor
concentracién dentro de los huevos en comparacion con el Cu, Cr y Pb en Rana
esculeta. En Bufo valliceps también el Mn estuvo por arriba del Pb y Cu pero fue
superado por las concentraciones de Zn, Fe y Al. El valor de R. esculeta es superior
al encontrado en el sapo de Meztitlan. Sin embargo las 8.1 ppm de Mn en
huevecillos de R. esculeta son superados por los 13.49 ppm de B. valliceps.
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De acuerdo a Baudo (1976) el manganeso alcanza mayor concentracion en las
primeras etapas de desarrollo larval (654 -776 ppm) y luego tiende a descender
hasta 23 ppm, poco antes de la transformacion total en larvas de Rana esculeta. En
Bufo valliceps la concentraciéon del Mn se comporta de manera inversa ya que
incrementa con el desarrollo de las larvas (18.74 - 409.12 ppm) (Fig. 9) y para
cuando han sufrido la total transformacion el valor desciende a la mitad (242.12
ppm).

Con concentraciones de 0.001, 0.1, 0.1, 0.5, 1.0 y 10 ppm de Mn en agua se ha
provocado deformaciones severas en los organismos dei orden del 92%. 87%, 87%,
79%, muerte y 54% respectivamente en Xenopus laevis (Miller y Landesman, 1978).
Lo anterior puede estarle sucediendo a las larvas de B. valliceps dado que la
cantidad de Mn en el agua de la laguna (0.24 ppm), rebasa ligeramente la permitida
en la norma de aguas residuales de origen urbano y municipal para uso en riego
agricola (D.O.F., 1993) y se encuentra dentro de los valores reportados por Miller y
Landesman (1978). A bajas concentraciones del metal tiene como primeros efectos:
descenso en la actividad de nado, reduccién del pigmento en ojo y en el cuerpo. Con
altas concentraciones los primeros efectos son: retraso en el desarrolio, en la
pigmentacion y en la actividad fisica; muchos de los embriones afectados mostraron
detencidn del desarrolio, presencia de edemas, muy pobre pigmentacion, paralisis y
no se da el plegamiento del intestino. Se ha visto que la presencia arriba de 2 ppm
de magnesio, atenoa el efecto toxico del manganeso (Miller y Landesman, 1978).

Cobre
El Cu es el metal disuelto con méas baja concentracién en el agua (0.01 ppm) y no se
encontrd en los sedimentos; en huevecillos los valores fueron de 1.5 ppm que
muestra ser menor al reportado por huevos de Rana esculeta con 9.54 ppm (Baudo,
19786).

Las larvas de B. valliceps mostraron mayor concentracion de Cu con respecto al
agua de acuerde al 1B (Cuadro 3) y no parece haber un patrén de acumulacion en
las larvas ya que del valor alto en el primer estadio desciende significativamente en
el segundo estadio, vuelve a incrementarse y decae al minimo en juveniles. Baudo
(1978), encuentra mas o menos el mismo patrén pero con valores superiores en la
concentracion del metal (32 -7.63 ppm). Por lo anterior se puede decir que (a
cantidad de Cu en agua, huevos y larvas de B. valliceps no pueden ser considerados
como valores téxicos, ya gque no rebasan valores reportados como dafiinos, como es
el caso donde se expuso a larvas de Rana pipiens a valores de 0.31 - 1.56 ppm de
Cu en ef agua, lo cual les ocasiona la muerte, pero no a embriones (Dilling y Healey,
1925 en Freda, 1991). Cuando las concentraciones del metal alcanzan valores de 60
ppm provoca la inhibicion del crecimiento en R. pipiens y con valores de 150 ppm
las larvas recién eclosionadas sobreviven solo 72 hrs (Lande y Guttman, 1973 en
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Freda, -5991). Xenopus laevis en su estado larval sélo vive 96 hrs. al exponerse a 157
ppm (Freda, 1991). )

En larvas de Bufo boreas se considera que el limite letal es tan sdlo de 20 - 44 ppb
{Porter y Hakanson, 1976 en Freda, 1991).

Fierro

No hay forma de comprobar la concentracién de fierro encontrada en el agua del
&rea de estudio con otras zonas por la falta de -referencias. El Fe fue el metal
disuelto en agua que presento la mas alta concentracién con respecto a todos los
demas metales analizados (2.42 ppm). Pero fue muy superior su contenido en
sedimentos pues es del orden de 16441.26 ppm. Esto se debe a que el pH del agua
es neutro & impide la disolucion del Fe en el fiquido.

En huevos oviductales el Fe fue el tercer elementoc mas alto en los tejidos (Fig.
16). La cantidad de este metal también fue altamente significativa en los diferentes
estadios larvales (Fig. 10), los cuales mostraron incrementos en la bicacumulacion
incluso en organismoas juveniles. Son desorbitantes las cantidades y superan a las
encontradas en tejidos de adultos, incluso sumandolos, lo anterior parece ser el
refiejo de la dieta de las larvas que suelen obtener su alimento de la superficie del
substrato, por lo que seguramente los valores en los organismos son resultado de
las cantidades presentes en sedimentos.

Se ha visto que se incrementa la probabilidad de obtener huevos anormales cuando
se exponen a 2.24 ppm de Fe (Beattie ef al., 1991). Hay que recordar que el agua en
la laguna de Meztitian supera ligeramente el valor antes mencionado.

Se ha reportado como valores minimos letales 20 a 30 ppm de Fe en agua para
larvas de Bufo boreas (Porter y Hakanson, 1976).

Se cbserva mortalidad al inicio de la gastrulacion, por efectos del Fe quizas porque
es el estado de mayor susceptibilidad a los metales (Beattie, ef al., 1991).

Aluminio

El aluminio aungue se encontrd en alta proporcién con respecto a los otros metales
en agua, apenas alcanza las 2 ppm con lo cual no rebasa la NOM-CCA-ECOL-
032/1993 (D.O.F., 1993) los valores en sedimento si resultaron ser muy altos
(26540.46 ppm).

La concentracién de Al en los huevos oviductales es alta respecto a los tejidos de
los adultos (Fig. 17).
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En las larvas el contenido de Al mostré ser similar al del Fe, por lo que el alto
contenido en las larvas y organismos juvemles se debe segurcmente a los altos
contenidos en los sedimentos.

Entre los efectos observados con concentraciones de 39 - 80 ppm de Al en agua por
7 dias se provoca la eclosion temprana en Pseudacris regilla y en Ambystoma
macrodactylum ocasiona una reduccién del tamafio corporal, en Rana mucosa y Bufo
canorus tiene efectos subletales (Bradford er al., 1994).

En Rana temporaria valores de 0.56 ppm de Al causan la infertilidad en el 90 % de
los huevos encontrados en 21 estanques. de Inglaterra con bajo pH (Beattie et al.,
1991). El efecto del Al se ha visto mas en embriones que en larvas ya que el Al
puede inhibir la produccidn de la enzima de la eclosidn la cual digiere la membrana
vitelina (Katagiri, 1976, Beattie et al, 1991) lo cual afecta las caracteristicas
normales de permeabilidad de la membrana vitelina a iones y el agua (Freda, 1891).

En larvas la alta concentracion de Al puede producir irritacion epitelial y alteracion de
la osmoregulacién asi como pérdida de electrolitos en plasma {(por ejemplo Na y Cl)
vy la muerte cuando se pierde et 50 % (Freda y McDonal, 1990 en Freda, 1991).

EFECTOS DE LAS CONCENTRACIONES DE METALES EN ADULTOS

De acuerdo al IB el zinc presentd altos valores en tejidos con respecto al agua ya
que en esta su concentracidn resulto ser mas baja; algo similar sucedié con los
sedimentos (Cuadro 6).

Ef IB también mostrd que-los valores en el contenido estomacal estan arriba de los
encontrados en los tejidos. El Zn resulto ser el tercer elemento con méas alta
concentracién dentro de los tejidos después del Fe y Al; es de esperarse sus altos
valores ya que este metal interviene en las reacciones enzimaticas.

De acuerdo a la Fig. 11, el Zn mostré mayor depositacién en el rifén, seguido de el
higado, aparentemente e! suministro de este metal es proporcionado por el alimento.
No parece haber ningin efecto negativo de este metal en los adultos pues se ha
visto que valores de 1 - 3 ppm en el agua donde se encuentran adultos de Trirurus
cristatus provoca una inusual presencia de células en el primordio hipocampi (Taban,
el al., 1682).

Esta situacién no es factible en Bufo valliceps pues la concentracion en el agua de

Meztitlan estd por debajo de estos valores. Se ha visto que suele haber mayor
concentracidon de zinc en el mesencéfalo debido seguramente a que esta involucrado
en mecanismos de regulacién neuro-hormonal (Taban, er al., 1882).
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Pe acuerdo al 1B el plomo en tejidos resulto ser superior en rifion, musculo e higado
{Cuadro 5) en comparacién al encontrado en el agua pero menor en los mismos
tefidos con respecto al detectado en sedimento donde fue notable su depositacion
(36.12 ppm) (Fig. 5). El ingreso de este metal via alimento mostré también ser
significativo (Fig. 7) aunque el IB mostré superiores valores en el contenido
estomacal que el encontrado en rifién, misculo e higado (Cuadro 5).

La concentracion diferencial de Pb en los tejidos de B. valliceps es evidente, no se
detecto en corazén y lipidos. Se ha encontrado en Xenopus laevis mayor
concentracién del Pb en rifidn e higado y baja concentracion en piel y musculo
(treland, 1977); aunque en B. valliceps la mayor cantidad estuvo en musculo (4.64
ppm) e higado (3.14 ppm). Se sabe que 4 ppm provocan citolisis en rana coreana
(Han, 1979), y valores de 2.0 ppm en higado de algunas aves afecta adversamente
mecanismos enzimaticos (Dieter, 1979).

Casarett (1980) sostiene que el Pb causa aberraciones cromosdmicas y morfologia
anormal del esperma humano.

Al comparar los valores encontrados en tejidos se puede ver que no rebasaron los
valores de Pb encontrados en los estadios larvales 2 y 3 asi como en organismaos
juveniles (Fig. 8). De acuerdo a Baudo (1976) el descenso de la cantidad de Pb en
adultos se debe a un cambio en la dieta y a que tal vez los mecanismos de
regulacién fisioldgica impiden su acumulacién en corazén como se observé en Bufo
valliceps y su mayor concentracion en higado, aunque en este estudio la mayor
acumulacioén se dio en musculo.

Los valores en tejidos de B. valliceps no rebasan los reportados en otros vertebrados
de lugares muy contaminados, como es el casode 5.5 -25.0 ppm en higado y de
14 - 21 ppm en rifdén de aves cuculidos; en ratones se ha encontrado de 2.2 - 4.7
ppm en higado, mientras que en musarafas el higado presento 27 ppm y en Rifidn
280 ppm (Beyer, ef al., 1985).

Hercovits et al. (1991) menciona reduccién en el tamafio de la puesta y reduccion del
tamafio corporal en mamiferos por accién del Pb.

El cadmio no es un elemento escencial, su presencia en los tejidos es dependiente
de el medio externo; de acuerdo al IB la concentracién en corazén. masculo e
higado fue superior a la encontrada en el agua pero cercana en corazon e higado a
la concentracion detectada en sedimentos (cuadro 6).

Con respecto al Cd que es ingerido, este es apreciable, ya que es el principal
elemento que se encuentra en los organismos que ingiere el Bufo (cuadro 7).
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La concentracion similar de Cd entre el corazén (4.46 ppm) e higado (4.8 ppm)
fueron inferiores a los encontrados en el estadio larval 3 (9.76 ppm) y en organismos
juveniles (6.66 ppm). Esto se debe seguramente al cambio de dieta y por regulacién
fisioldgica con el desarrollo de los anfibios.

Los valores detectados en higado de B. valliceps fueron superiores a lo encontrado
en el higado de ratones (1 ppm) de zonas muy contaminadas y cercano al detectado
en riién de los mismos ratones (5 ppm) (Beyer, ef al., 1985). Pero los valores de
higado estan muy por debajo del detectado en higado de musaraiias que son
consumidores de insectos (25 ppm) de la misma zona (Beyer, ef al., 1985).

Valores altos de Cd como los detectados con este estudio y el de Beyer, ef al.,
(1885) deben estar causando afectaciones como osteoporosis y nefrocalcinosis por
toxicidad del Cd (Gunson, er al., 1982 en Beyer, et al., 1985).

En Rana temporaria se ha visto que con suministros de 0.12 - 0.24 mg/100g/dia se
provoca acumulacién y efectos toxicos en higado y rifién (Vasil-eva, et al., 1987) y al
encontrarse en el agua concentraciones de 10-20 mm. mollitro de Cd provoca
trastornos al sistema nervioso central del sapo Tectum blistrabas (Blistrabas, ef al.,
1989). Sadek (1988) reporta atrofia testicular y necrosis en tubulos seminiferos y la
degradacion de espermatocitos en un sapo Egipcio por la accion del Cd.

En cuanto al manganeso los tejidos que mostraron mayor cantidad con respecto a
las concentraciones del agua fueron el rifién e higado que lo supero en poco mas de
27 veces, como lo muestra el IB (Cuadro 5), también los huevos oviductales
superaron los valores detectados en agua. La bioacumulacién en tejidos respecto al
sedimento, resulto ser muy baja por el elevado contenido del metal en sedimentos.
Lo mismo se presento en fa relacién de los tejidos con los valores presentes en el
contenido estomacal.

Es marcada la acumulacién diferencial entre los tejidos (Fig. 14). Baudo (1976)
registra al igual que en B. valliceps que la mayor concentracién del metal se puede
encontrar en huevos oviductales, seguido de el higado, riftdn, corazén y masculo; a
diferencia de lo reportado por el autor para Rana esculenta, en B. valliceps se
presentd manganeso en huevos oviductales (13.49 ppm). Sin embargo se encontrd
por debajo de los 22.1 ppm presentes en R. esculenta .

Es dificil suponer que los tejidos de el anfibio de Meztitlan presenten problemas de
contaminacién ya que no hay otro estudio que registren los valores del metal en los
tejidos de adultos expuestos a contaminacion, sin embargo, es alarmante saber que
el agua de la laguna presenta valores de Mn que rebasan el maximo permisible de
las aguas residuales de origen urbano que pueden usarse para riego agricola NOM-
ECOL-CCA-032/1993 (D.O.F. 1993).
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Con respecto al cobre e) 1B muestra que el cobre en los diferentes tejidos se encuen-
tra por arriba de los valores presentes en el agua (de 15 a 2722 veces), (Tabla A) ya
que la concentracién de Cu en agua fue la mas baja en relacion a los demas metales
y no se diga de su inexistencia en los sedimentos.

De acuerdo al IB el higado es el (nico tejido que supera la concentracion de Cu
encontrada en los elementos del contenido estomacal.

Es también diferencial la concentracidon del Cu en los diferentes tejidos. Baudo
{1976) registra uniforme la concentracién del metai en los tejidos: higado, ovario,
rifon, corazén, pulmones y masculo donde el valor maximo fue de 10.49 ppm
mientras que B. valliceps en Meztitldn casi triplica este valor en el higado (27.22
ppm). En el Bufo de Meztitlan esta por arriba de lo detectado, en los andlisis del
organismo completo de: Plethodon cinereus (5.5 ppm), P. glutinosus (3.86 ppm); Bufo
americanus (6.92 ppm), B. woodhousei (8.7 ppm) y Rana sylvatica (5.5 ppm) (Beyer et
al., 1985).

Aparentemente el Cu es suministrado via alimento ya que es el factor con mayores
valores del metal { Fig. 7).

Se ha visto que Rana pipiens y Xenopus Iaevis tolera por 30 dias valores de 1500 -
1600 ppb {Raplan y Yoh, 1961; Fingal y Raplan, 1963 en Freda, 1991). Sin embargo
en R. cyanophyctis valores de 100 y 200 pg de Cu por 40 dias provocé un
incremento en gldbulos blancos por 7 dias con un posterior descenso ademas de
una baja en el contenido de hemoglobina (Patil y Shivaraj, 1984).

Para el fierro el B indica que los diferentes tejidos superé a la concentracién
encontrada en el agua, en valores de 4 a 88 veces (Cuadro §), aunque el Fe fue el
metal gue alcanzd mayor concentracion con respecto al resto de los metales di-
sueltos en agua { Fig. 4).

Los valores extremadamente altos de Fe en los sedimentos propicia que el 1B sea
bajo para cada uno de los tejidos al compararlos con los valores en sedimentos. De
igual manera fue el iB que comparo los valores del contenido estomacal (Cuadro 6)
aunque fue notablemente inferior la cantidad de Fe en los artrépodos consumidos
por el anfibio (Fig. 8).

Al igual que los demas metales, el Fe se presentd en concentraciones diferenciales
en los tejidos analizados y es el metal que alcanzé los valores mas altos en la mayor
parte de los tejidos (corazodn, higado, rifion e incluso en huevos oviductales).

Se dificulta analizar si los valores encontrados en los organismos esta fuera de los

normal, debido a la carencia de otros estudios que analicen este metal, aunque es
de esperarse grandes valores, ya que el Fe es un metal esencial que participa en el
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transporte de oxigeno, de ahi tal vez su mayor cantidad en el corazén e higado de
los organismos.

La cantidad de aluminio en los diferentes tejidos superd de 10 a 151 veces los
valores presentes en el agua como lo indica el IB (Tabla A). Sin embargo con
respecto a las concentraciones en sedimentos y contenido estomacal, los valores en
tejidos se encuentra muy por debajo (Cuadro 8 y 7) lo cual muestra la capacidad de
regulacion fisiolégica de los organismos.

Si bien es cierto que hay concentraciéon diferencial de Al en los diferentes tejidos
analizados es imposible saber si estos valores se encuentran entre los valores
normales o los sobrepasan, ya que el presente estudio aporta los primeros valores
conocidos para los tejidos de B. valliceps de la zona agricola de Meztitlan Hgo. y
ademas se desconoce el papel que juega el Al en la fisiologia de los anfibios. Sin
embarge parece ser que los valores en los tejidos deben estar influenciados por los
aitos valores en el medio, ya que es de los metales de mayor concentracion en los
tejidos. Estudios del efecto del Al dnicamente se han abocadoe a los huevecillos y a
los estudios larvales de algunas especies de anfibios; en adultos no se ha elaborado
estudios.
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CONCLUSIONES

Una vez analizados los resultados obtenidos se llego a las siguientes conclusiones:

- Se presenta diferentes niveles de los metales en agua y sedimentos de la laguna
de Metztitlan Hidalgo. .

- El Fe y Al presentaron valores significativamente altos con respecto a los demas
metales detectados en agua.

- En agua el Cd y Mn rebasan valores permisibles por la normatividad ambiental
mexicana.

- En sedimentos el Pb rebasé en un orden del 45.60% lo niveles normales y el Cd
esta 6 veces arriba del valor aceptado como normal para suelo por la Organizacién
Mundial de la Salud.

- Los altos valores de Zn en los contenidos estomacales de B. valliceps se debe a
que los Aracnidos e Isopodos ingeridos suelen acumular el metal.

- El Pb y Cd detectado en los contenidos estomacales muestran la contaminacion
que sufren los artrépodos.

- Los altos valores de Cu en los contenidos estomacales se debe a que Isopodos y
Aracnidos usan la hemocianina para el transporte de oxigeno.

- Se presenta la transferencia de la madre a los huevos de los metales no esenciales
como el Pb y Cd que son causantes de graves afectaciones.

- En huevos oviductales la acumulacién de los diferentes metales también fue
diferencial. Es notable la aita concentracidn que alcanzo el Fe, Al y Zn en los
mismos.

- La presencia de Pb y Cd en los huevos oviductales muestra la transferencia de la
contaminacion por parte de las madres.

- £n los estadios larvales es evidente la bioacumulacion de los metales conforme se

alcanza mayor desarrollo con un notable descenso cuando se a realizado la*
transformacion a juveniles.
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- Se presentd una acumulacion diferencial en tejidos de acuerdo al metal,

- La presencia de los diferentes metales en los diferentes estadios de desarrollo de
B. valliceps es reflejo de la presencia de los metales en el medio (agua y sedimento)
y en su alimento.

- De acuerdo a la literatura las diferentes concentraciones de los metales
encontradas en el Bufo pueden estar ocasionando problemas en la sobrevivencia en
las diferentes etapas de desarrollo de B. valliceps en las inmediaciones de la laguna
de Meztitlan.
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ANEXO

)y

’

L

Unidades comunes para expresar concentraciones de metales traza.

UNIDAD ABREVIATURA PESQIPESO PESO/VOL VOLNOL

Parte por millon ppm mg/kg mgfl plft
(1 ppm = 10" %)

uglg ug/mi nl/mi
Parte por mil millo- ppb ngikg ug nkt
nes {1 ppb =10
"% = 10° ppm) ngfg ng/mi plimif
Miligramo por mg % mg/100mi
ciento

*pl = Picolitros = 10°"

Gary (1988).
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