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Este trabajo evalua la tolerancia al pH del agua en embriones y renacuajos de cuatro especies de
anuros Colombianos bajo condiciones de laboratorio. De acuerdo con los valores DL, E. pustulosus
fue la especie mas sensible para sustancias basicas como &cidas, mientras que R. granulosa fue la
mas tolerante a sustancias acidas y R. marina a las sustancias basicas. H. crepitans presentd
tolerancias intermedias al pH. Entre los embriones y renacuajos no se encontré una diferencia
significativa en la respuesta al pH, pero en todas las especies hubo una mayor tolerancia al hidréxi-
do de sodio y al acido clorhidrico en comparacion con el hidréxido de amonio y el acido acético,
respectivamente.
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Abstract

In this work we evaluated the aquatic pH tolerance of embryos and tadpoles of four anuran
Colombian species under laboratory conditions. According to the LC, values, E. pustulosus was
the most sensitive species to acid and basic pH while R. granulosa was the most tolerant to acid
and R. marina to basic pH. H. crepitans had an intermediate pH tolerance. We did not find a
significant difference in the pH tolerance between embryos and tadpoles but they were always
more tolerant to hydrochloric acid and sodium hydroxide than acetic acid and ammonium hydroxide,
respectively.
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Introduccion

Laextincion y el declive de las poblaciones de anfibios
es actualmente un fendmeno bien conocido (Blaustein &
Wake, 1990; Stuart et al. 2004; Wake & Vredenburg, 2008).
La alteracion del hébitat, la contaminacion ambiental y la
aparicion de enfermedades infecciosas estan entre las cau-
sas mas importantes de esta disminucion (Young et al.,
2004). Sin embargo, los cambios en el pH del medio acuati-
co donde se reproducen y desarrollan la mayoria de los
anfibios también han sido considerados como un posible
factor contribuyente a esta problematica (Freda, 1986).

Cambios en el pH de las aguas pueden ser generados
por diversas sustancias agricolas, industriales y domésti-
cas. Incluso, compuestos presentes en el aire como el
dioéxido de azufre pueden constituirse en contaminantes
del agua a través de su precipitacion en forma de lluvia
acida (Battarbee, 1991). Existe numerosa documentacion
internacional, y hasta el momento ninguna en Colombia,
en donde se ha estudiado el efecto del pH sobre la
sobrevivencia de los anfibios. Por ejemplo, los efectos le-
tales y subletales de pH &cidos sobre los anfibios han sido
resumidos por Freda (1986) y Pierce (1985). En estos tra-
bajos se ha mencionado que la disminucién de las pobla-
ciones de anfibios en Europa y Norteamérica es en gran
parte debida a la contaminacién acida de los cuerpos de
agua. Por otra parte, en Rusia se han reportado pH bésicos
de 9.5 en cuerpos de agua cercanos a vertimientos indus-
triales y a estos cambios del pH se les ha atribuido la altas
mortalidades de los anfibios de estas zonas (Fominykh,
2008). Adicional a estos efectos letales, también se han
reportado efectos subletales de la acidez sobre los embrio-
nes y larvas de anfibios, principalmente afectando su de-
sarrollo embrionario, crecimiento, habilidad de forrajeo o
de evadir predadores (Pierce, 1985).

Los anfibios son organismos que se caracterizan por
su dependencia de los cuerpos de agua, por tener un ciclo
de vida complejo, y por poseer una gran sensibilidad fisio-
logica ante las condiciones ambientales (Duellman &
Trueb, 1994). Todos estos factores hacen que sean uno de
los grupos mas afectados por las alteraciones de su entor-
no y, en consecuencia, son considerados como importan-
tes bio-indicadores ambientales (Wells, 2007). Sin embargo,
diferentes especies parecen ser mas sensibles que otras
ante los cambios del entorno, como los generados por el
pH, e incluso entre diferentes estadios de desarrollo (Grant
& Licht, 1993; Green & Peloquin, 2008), ya que se ha
encontrado que los embriones son mas sensibles al pH
que las larvas (Pierce, 1985), aunque estos datos deben
ser confirmados con mas especies. Por lo tanto, en este

trabajo se reporta la tolerancia de embriones y renacuajos
de cuatro especies de anuros colombianos al ser expues-
tos a cambios en el pH acido y basico del agua donde se
desarrollan y se compara su tolerancia de acuerdo con su
estadio de desarrollo.

Materiales y métodos

Las especies sometidas a experimentacion en este tra-
bajo fueron: Hypsiboas crepitans (Wied-Neuwied, 1824),
Engystomops pustulosus (Cope, 1864), Rhinella marina
(Linneaus, 1758) y Rhinella granulosa (Spix, 1824). Los
embriones de estas especies se colectaron en diferentes
sitios en el departamento del Tolima: Hypsiboas crepitans
y Engystomops pustulosus en la vereda Potrerillo, munici-
pio de Coello, Rhinella marina en el corregimiento de
Payandé, municipio de San Luis, y Rhinella granulosa en
el municipio de Ibagué. En cada una de las zonas
muestreadas se registré el nivel de oxigeno, con un oximetro
portéatil (Hanna HI 8043), y la temperatura y el pH de las
aguas con un medidor portéatil de pH y temperatura (Hanna
HI 8314). La temperatura en campo durante las horas de
muestreo present6 un promedio de 24°C, un nivel de oxige-
no de 6,62 mg/L y un pH entre 6,0 y 8,05.

Durante las salidas de campo se colectaron entre dos y
tres posturas por cada especie, las cuales fueron transpor-
tadas al laboratorio de Herpetologia de la Universidad del
Tolima. Alli, con la ayuda de un estereoscopio ZOOM 2000
(Leyca) se observo el estadio de los embriones, para ini-
ciar los experimentos con embriones en estadio 10 y
renacuajos en estadio 25, segun la clasificacion hecha por
Gosner (1960).

Para las pruebas de tolerancia al pH, diez embriones y
diez renacuajos de cada especie fueron expuestos separa-
damente, con su réplica, a cada uno de cuatro tratamientos
de pH acidos y basicos, més el control (agua), en recipien-
tes de vidrio de 2-L, con un litro de agua previamente
declorada por aireacion. Los tratamientos con el pH acido
fueron: 3,5, 4,5, 5,5y 6,5, ajustados con acido clorhidrico
(HCI), para una serie de experimentos, y con acido acético
(CH,COOH), para otra serie de experimentos; los pH basi-
cos fueron: 8,5, 9,5, 10,5y 11,5 ajustados con hidroxido de
sodio (NaOH) e hidroxido de amonio (NH,OH) para las dos
series de experimentos. Estas sustancias quimicas fueron
escogidas por su uso comdn domeéstico e industrial y por-
que han sido generalmente utilizadas en trabajos sobre la
tolerancia al pH en anfibios. El agua de los recipientes de
vidrio fue renovada cada 24 horas y el pH fue ajustado
cada doce horas para mantenerlo dentro de un rango de
variacion de 1,0. Los experimentos se realizaron en un salon
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Figura 1. Representacion de los valores DL para la tolerancia
al pH en los embriones y renacuajos en las especies estudiadas
expuestas al acido acético (a) y acido clorhidrico (b).
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Figura 2. Representacion de los valores DL, para la tolerancia
al pH en los embriones y renacuajos en las especies estudiadas
expuestas al hidréxido de sodio (a) e hidroxido de amonio (b).

del laboratorio con aire acondicionado a una temperatura
promedio de 24.26°C, y un régimen de 12:12 horas luz-os-
curidad controlada con un temporizador. El nivel promedio
de oxigeno en los tratamientos fue de 7,36 mg/L. Durante
el tiempo de experimentacion los individuos no fueron ali-
mentados. Las observaciones generales y el registro de
los datos de mortalidad se llevaron a cabo alas 12,24, 36y
48 horas una vez iniciada las pruebas. A las 48 horas se
terminaron los experimentos y se determin¢ la tolerancia al
pH a través del indice de la dosis medial letal (DLg).

Analisis estadistico

Para el analisis de los datos se utiliz6 el programa esta-
distico Probit (Version 1.5 SAS Institute), mediante el cual
se obtuvo la dosis media letal (DL;;) y los intervalos de
confianza al 95%. La dosis media letal es el valor estimado
de letalidad del 50% de los animales expuestos a los trata-
mientos. También, se utilizé la prueba pareada de Wilcoxon
(Zar, 1996) para comparar en cada especie los valores DL,
entre los embriones y renacuajos (comparacion ontogénica)
expuestos separadamente tanto a pH acidos como basi-
cos. Igualmente, se utilizé esta prueba para comparar
pareadamente en los embriones y renacuajos de cada es-
pecie la respuesta entre los acidos acético y clorhidrico, y
entre las bases hidroxido de sodio e hidroxido de amonio.

Resultados

Las cuatro especies de estudio presentaron rangos de
tolerancia a pH acidos, DL, entre 4,0 y 5,88; y para pH
bésicos entre 8,97 y 10,31 (Figuras 1y 2). De acuerdo con
los valores DL, E. pustulosus fue la especie mas sensible
a los cambios del pH, tanto para sustancias basicas como
acidas (Tablas 1y 2), mientras que R. granulosa fue la més
tolerante frente a sustancias 4cidas y R. marina ante sus-
tancias basicas. Por su parte, los intervalos de confianza
al 95% (p < 0,05) muestran que s6lo los embriones de E.
pustulosus fueron mas sensibles que los embriones de las
otras especies ante las dos sustancias acidas (acido clor-
hidrico y &cido acético) y que los embriones de R. marina
y R. granulosa ante las dos sustancias basicas (hidréxido
de sodio e hidroxido de amonio) (Tablas 1y 2).

Contrastando los valores DL, entre los embriones y los
renacuajos (comparacién ontogénica), con respecto de las
sustancias acidas y basicas, independientemente, no se
encontrd una diferencia significativa (Prueba de Wilcoxon,
P > 0,05, para todos los casos). Pero interesantemente, en
los embriones y renacuajos de todas las especies se obser-
v6 una mayor tolerancia al hidréxido de sodio y al &cido
clorhidrico, en comparacién con el hidroxido de amonio y
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Tabla 1. Resultados de los valores DL, y sus intervalos de confianza al 95% para las especies de estudio expuestas a pH acidos.

Acido acético (CH,COOH)

Acido clorhidrico (HCI)

Especies

Estadio 10 Estadio 25 Estadio 10 Estadio 25
H. crepitans *5,27 5,30 (5,04-5,62) 4,00 (4,00-4,50) 4,62 (4,30-4,92)
R. granulosa 4,44 (4,16 4,70) 4,67 (4,40-4,93) 4,26 (4,01-4,50) 4,58 (4,31-4,82)
R. marina 4,79 (4,42-5,15) 5,31 (5,05-5,56) 4,52 (4,20-4,82) 4,81 (4,52-5,08)

E. pustulosus

5,88 (5,60-6,16)

5,42 (4,92-5,56)

5,29 (4,98-5,60)

5,19 (4,88-5,51)

* Los intervalos de confianza no fueron calculados por el programa.

Tabla 2. Resultados de los valores DL y sus intervalos de confianza al 95% para las especies de estudio expuestas a pH basicos.

Hidroéxido de sodio (NaOH)

Hidroxido de amonio (NH,OH)

E. pustulosus 9,44 (9,12-9,73)

Especies

Estadio 10 Estadio 25 Estadio 10 Estadio 25
H. crepitans 9,55 (9,16-9,90) 9,85 (9,55-10,13) 9,00 (8,67-9,29) 9,64 (9,37-9,89)
R. granulosa 10,03 (9,77-10,28) 9,88 (9,52-10,24) 9,64 (9,37-9,91) 9,71 (9,39-10,02)

R. marina 10,31 (10,04-10,58) 9,93 (9,66-10,20)
9,87 (9,57-10,17)

10,12 (9,83-10,4)
8,97 (8,69-9,23)

9,64 (9,33-9,93)
9,50 (9,13-9,83)

acido acético, respectivamente (Prueba de Wilcoxon, P <
0,05, para todos los casos). Como observaciones generales
se detectd que los embriones y renacuajos expuestos a pH
extremos, tanto acidos como baésicos, presentaban répida-
mente el desprendimiento de sus membranas externasy una
muerte repentina. También, se observé un retraso en el de-
sarrollo de los embriones y nados erraticos en los renacuajos
que sobrevivieron al ser expuestos a pH menores a 5,5 0
mayores a 7,5. Finalmente, los embriones y renacuajos ex-
puestos a un pH que no generaron malformaciones aparen-
tes continuaron su desarrollo normal, de acuerdo con las
observaciones que se les siguid hasta quince dias después
de finalizados los experimentos.

Discusion

Los anfibios se caracterizan por su gran sensibilidad
ante las condiciones ambientales. También, porque la ma-
yoria de las especies dependen de fuentes de agua para la
reproduccidony el desarrollo de sus embriones y renacuajos.
Asi, las variables que afecten estos cuerpos de agua pue-
den ser criticas para la sobrevivencia de los anfibios, par-
ticularmente en sus primeros estadios de desarrollo
(Duellman & Trueb, 1994; Wells, 2007). En este trabajo se
comprueba que los cambios drésticos y repentinos en el
pH del agua pueden generar altas mortalidades en los
anuros, en tanto que cambios leves (no muy lejanos al pH
neutro) pueden generar efectos subletales como anormali-
dades embrionarias, retrasos en el desarrollo embrionario,

provocar malformaciones y nados erraticos en los
renacuajos, lo que posteriormente puede reflejarse en mor-
talidades.

Entre las cuatro especies de estudio se observd que
los embriones de E. pustulosus fueron los més sensibles a
los cambios en el pH (Tablas 1 y 2). Luego, de manera
general, le siguid H. crepitans y finalmente R. marinay R.
granulosa. Rasanen et al. (2003) afirman que los diferen-
tes rangos de tolerancia a pH acidos se pueden explicar
por la variacion en la estructura'y composicion de las cap-
sulas de los huevos. Esto podria estar en concordancia
con nuestros resultados en el sentido que las especies
con una membrana externa protectora alrededor de sus
huevos, tales como R. marinay R. granulosa, fueron mas
tolerantes al pH en comparacion con H. crepitans y E.
pustulosus, cuya capa protectora embrionaria es mucho
mas delgada. Particularmente, los huevos H. crepitans son
puestos sobre la superficie del agua a manera de una peli-
cula delgada, mientras que los de E. pustulosus son prote-
gidos por un nido de espuma (Duellman & Trueb, 1994), el
cual fue removido durante los experimentos de este trabajo.

En las cuatro especies de estudio los valores DL, para
los dos estadios ontogénicos comparados intra-es-
pecificamente, embriones Vs renacuajos, fueron ligeramente
diferentes y contradictorios. Trabajos previos han repor-
tado que los anuros en los primeros estadios de desarrollo
embrionario son mas sensibles ante los cambios del pH del
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agua circundante que en una etapa tardia o larvaria (Freda,
1991). Sin embargo, nuestros resultados no concuerdan
con estos reportes. Es posible que esta diferencia se pue-
da deber a alguna variacion inter-especifica, atribuida a la
capacidad de las especies en cada estadio ontogénico para
regular la pérdida de iones a través de la membrana celular
(Frisbie & Wyman, 1992; Lehtinen & Skinner, 2006). Asi,
dado que los embriones de E. pustulosus fueron los mas
sensibles a los cambios en el pH, queda por establecer si
hay alguna correlacion entre esta sensibilidad y la capaci-
dad de regulacién iénica de acuerdo con el modo
reproductivo y la calidad del agua donde se reproducen
las especies de anfibios.

Los renacuajos de las cuatro especies expuestas a di-
ferentes rangos de pH y que lograron sobrevivir presenta-
ron un desarrollo posterior normal. Esto concuerda con
otros estudios en anfibios que muestran que los renacuajos
expuestos a pH acidos no letales son capaces de alcanzar
su metamorfosis (Freda, 1991). Sin embargo, Brady &
Griffiths (1995), también han demostrado que los embrio-
nes de las salamandras Triturus helveticus y Triturus
vulgaris incubados bajo condiciones de acidez (pH 5,5)
presentan un desarrollo méas lento. Nuestras observacio-
nes en los embriones expuestos a condiciones de acidez
cercanas a la DLg, mostraron esta misma tendencia, pero
dado que no se cuantifico esta informacion es un trabajo
que queda por realizar, incluyendo el estudio de otros efec-
tos subletales, tales como la capacidad de desempefio lo-
comotor en renacuajos y los efectos sobre su tamafio y
tasa de crecimiento. Freda & Dunson (1984), trabajando
con renacuajos, indican que la exposicién a pH &cidos le-
tales (2,5-3,5) provoca la pérdida excesiva de iones de sodio
y cloro, y que la muerte se produce cuando los niveles de
sodio alcanzan el 50% de su contenido inicial. Para el caso
de los embriones, se considera que la muerte a pH bajos se
debe principalmente a un efecto selectivo que conduce a
la constriccion de las membranas extraembrionarias
(Dunson & Connell, 1982).

En este estudio se utilizaron cuatro compuestos quimi-
cos (dos basicos y dos acidos) para mantener los valores
de los pH experimentales. Estos compuestos son amplia-
mente usados a nivel industrial y doméstico, y facilmente
pueden llegar directa o indirectamente a los cuerpos de
agua donde se reproducen los anuros y desarrollan sus
embriones. Para las sustancias basicas se emple6 hidrdxi-
do de sodio, correspondiente a una base fuerte, e hidroxi-
do de amonio, como una base débil. Interesantemente,
durante los experimentos con estas sustancias, se encon-
tro que los embriones y renacuajos de las cuatro especies
en todos los casos presentaron una mayor tolerancia al

hidroxido de sodio que al hidréxido de amonio, e igual-
mente una mayor tolerancia al acido clorhidrico en compa-
racién con el acido acético (Figuras 1y 2). Por lo tanto, los
cambios en el pH de las aguas tienen un efecto letal sobre
los anuros, pero la tolerancia al pH puede estar estrecha-
mente ligada con la naturaleza quimica del acido o la base
y, en este trabajo, los acidos y bases débiles fueron mas
letales que los acidos y bases fuertes a un mismo valor de
pH. Asi, estos resultados abren la posibilidad de realizar
mas experimentos con otras sustancias quimicas y espe-
cies, para verificar en que medida la tolerancia a un deter-
minado pH depende del tipo de la sustancia quimica que lo
genere y cudl es la sensibilidad de los anfibios antes estas
sustancias. Esto podria resultar de mucho interés para la
comunidad cientifica, ya que hay numerosos trabajos en
los que se reportan los efectos independientes e interacti-
vos del pH con otros factores ambientales y cuyos resul-
tados podrian ser diferentes de acuerdo con la sustancia
quimica que se utilice para mantener los pH experimentales.
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FE DE ERRATAS 1

Como autor de correspondencia, y en nombre de los otros autores del articulo titulado: ;ES SAYORNIS
NIGRICANS (AVES: TYRANNIDAE) UN BUEN INDICADOR DE CALIDAD AMBIENTAL EN LA
ZONA URBANA DE CALI, COLOMBIA?; el cual fue publicado en el volumen 34 (132), se hacen las
siguientes correcciones ya que se encontraron dos errores en el articulo publicado que alteran de manera
importante el contenido del mismo.

Ambos se encuentran en la seccién de resultados. Las figuras 4a y 4b son iguales, y los valores del area
del territorio de la especie contienen un cero adicional (los valores reales son 260 m? 220 m? y 280 m?,
mientras que los valores publicados son 2600 m?, 2200 m? y 2800 m?).

FE DE ERRATAS 2
En el articulo: UN MODELO INFLACIONARIO SIN INFLATONES cuyo coautor es Gabriel Gémez, se
hacen las siguientes correcciones:
El resumen fue editado, de tal manera que un segmento de una frase fue cortado haciendo que la frase
completa carezca de sentido. Concretamente, la frase a la que hago alusion debe decir:
"Para dicho modelo, la expansién acelerada del Universo se sigue a partir de la transferencia de energia de
vacio a radiacion (en el caso de que la energia de vacio no sea transferida a la radiacion, no se generara una
época inflacionaria exitosa) sin la necesidad de campos escalares fundamentales tales como el inflatéon™.
Adicionalmente, hay tres errores menores:
1. La primera palabra clave "Cosmologia"”, deberia aparecer con su letra inicial en mayuscula.

2. En la parte superior de las paginas impares, se deberia leer GOMEZ G., RODRIGUEZ Y.: "UN
MODELO INFLACIONARIO SIN INFLATONES" en vez de leerse "GOMEZ G., Y. RODRIGUEZ Y:
"UN MODELO INFLACIONARIO SIN INFLATONES".

3. En la pagina final, la fecha de recepcién del articulo es el 9 de Noviembre de 2009, no el 9 de
Noviembre de 2010.




