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Histomorfologia del tegumento de individuos de Physalaemus biligonigerus
(Amphibia, Leptodactylidae) provenientes de dos ambientes con diferente grado de

perturbacion antropica

1. RESUMEN

Se analiz6 el tegumento de individuos adultos de Physalaemus biligonigerus
provenientes de dos ambientes con diferente grado de perturbacion antrépica, con el fin de
evaluar la presencia de variaciones histomorfoldgicas. Diez anuros fueron examinados,
cinco de ellos provenientes de un agroecosistema del sur de la Provincia de Cdrdoba,
caracterizado por presentar alto grado de perturbacion antrdpica, mientras que los cinco
restantes fueron extraidos de un bosque ripario de la provincia de Santa Fe, con bajo grado
de perturbacion antropica. Se tomaron muestras de las regiones medio dorsal (MD), medio
ventral (MV) e inguinal (I) de cada anfibio, que fueron procesadas siguiendo técnicas
histoldgicas de rutina, para luego realizar cortes seriados de 5um de espesor y proceder a
teflirlos con Hematoxilina-Eosina, Tricromico de Casson y Azul de Toluidina. En base a
los resultados, se concluye que el tegumento de P. biligonigerus presenta la estructura
béasica descripta para el subphylum Vertebrata constituida por dos capas, la epidermis y la
dermis, junto con sus respectivos estratos, los cuales poseen las caracteristicas especificas
del orden Anura, a partir de las cuales se hallaron diferencias entre los grupos analizados.
En los anfibios del agroecosistema se encontré una mayor proporcion de estrato cdrneo
queratinizado en las regiones MD e I, mientras que en la region MV fueron mas frecuentes
las células vivas. Ademas, el estrato granuloso alcanzé el maximo numero de capas
celulares en las tres regiones corporales en este mismo grupo, y tanto en este estrato como
en el germinativo se observaron escasas células de Merkel. En los anuros de Santa Fe, las
células queratinizadas del estrato corneo estuvieron mayormente presentes en las regiones
MD y MV, mientras que en la region | sobreabundaron las células vivas. Tanto en el
estrato granuloso como en el germinativo de este Gltimo grupo, se hallaron muchas células
de Merkel. Las células en forma de matraz estuvieron raramente presentes en los estratos
granuloso y germinativo de todos los especimenes. Otro atributo distintivo fue la alta
vascularizacién del estrato esponjoso de la region | de los ejemplares provenientes del

bosque. No se encontraron diferencias en la estructura del estrato compacto de la dermis,
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presentando en todos los casos fibras colagenas ascendente separando a las fibras de tejido
conectivo denso paralelas a la superficie corporal. A partir del analisis morfométrico se
encontraron diferencias significativas en el grosor del tegumento, siendo mayor en los
individuos del agroecosistema. Con respecto a las capas, la epidermis de la region | fue la
Unica que present6 el mismo espesor promedio para ambos grupos. Los estratos fueron de
mayor grosor en los anuros de Cdrdoba, excepto por el corneo de la regién MD, el
esponjoso de la region MV, y ambos estratos de la regién | de los individuos de Santa
Fe. Finalmente, se hall6 la capa de Eberth-Katschenko en todos los ejemplares, ubicada
entre la dermis esponjosa y la compacta de forma discontinua, sin células asociadas. Las
diferencias halladas pueden deberse a una multiplicidad de factores, pero podrian estar
respondiendo al grado de perturbacion antrdpica de cada localidades, teniendo en cuenta la
intensa actividad agropecuaria que se lleva a cabo en los humedales del sur de Cordoba,
para la cual se utilizan, entre otros quimicos, farmacos, antibioticos y agroquimicos, siendo
estos ultimos aplicados entre los meses de octubre y marzo, coincidente con la época de

mayor actividad bioldgica de los anfibios.

Palabras claves: Anfibios, alteraciones somaticas, agroecosistema, bosque ripario.



2. INTRODUCCION

La clase Amphibia posee 8175 especies, de las cuales 7207 corresponden al orden
Anura (FRosT, 2020). En Argentina se han identificado 175 especies (VAIRA et al., 2012),
citandose 31 para la Provincia de Cérdoba (D1 TADA et al., 1996), 14 de las cuales habitan
los extensos agroecosistemas del sur, donde hace décadas se lleva a cabo una intensa
actividad agropecuaria (CAREZZANO & CABRERA, 2010a; 2010b; 2011; CAREZZANO et al.,
2013a; 2013b; CAREZZANO et al., 2014) que conlleva el uso de millones de litros de
agroquimicos (RAMIREZ, 2006) aplicados entre los meses de octubre y marzo, coincidente
con la época de mayor actividad biolégica de los anfibios (BARDONE URQUIZA & COSTA
CAREZZANO, 2013). Estas sustancias han sido clasificadas como agentes estresores (SIMON
et al., 2011) o contaminantes quimicos (VAIRA et al., 2012) de las poblaciones de anuros,
las cuales, por su complejo ciclo de vida pueden verse afectadas durante los estadios
larvales en el agua o en sus fases posteriores en la tierra (COTHRAN et al., 2013), de forma
directa e indirecta (SPARLING et al., 2010). Entre los efectos subletales que pueden
provocar se encuentran cambios en el comportamiento y la fisiologia o endocrinologia
(ROHR & PALMER, 2005; HAYES et al., 2010). Algunos grupos parecen haber adquirido
mayor resistencia que otros (HAMMOND et al., 2012; COTHRAN et al., 2013). Por otro lado,
hay casos en los cuales no han podido sobreponerse a las condiciones ambientales
sobreviniendo la muerte (HAYES et al., 2010).

La presencia de los anuros en diferentes ecosistemas es fundamental ya que llevan a
cabo controles biologicos de plagas y de enfermedades agricolas, mejoran el reciclado de
nutrientes, son altamente eficientes en la conversién de biomasa y constituyen la mayor
fuente de energia de otros vertebrados (STEBBINS & COHEN, 1995; Lirs et al., 1999).
Ademas, dada su sensibilidad con los cambios estructurales en el habitat, son considerados
excelentes bioindicadores de la calidad ambiental de ecosistemas tanto acuaticos como
terrestres (SIMON et al., 2011; SILVA RODRIGUES et al., 2017). Dicha sensibilidad es
atribuida, en parte, al hecho de que poseen un tegumento altamente permeable (DUELLMAN
& TRUEB, 1994; HAYES et al., 2010; VITT & CALDWELL, 2014).

El tegumento es uno de los érganos mas importantes en la biologia de los anuros ya
que cumple funciones tales como defensa contra posibles predadores y proteccion ante la

desecacion, participa en la termorregulacion, permite la percepcion sensorial y el



intercambio gaseoso (DUELLMAN & TRUEB, 1994; GREVEN et al., 1995, VITT &
CALDWELL, 2014). Estructuralmente consta de dos capas, la epidermis y la dermis. La
primera esta compuesta por tres estratos, el corneo, el granuloso y el germinativo, mientras
que la dermis posee dos, el estrato esponjoso o laxo y el compacto (DUELLMAN & TRUEB,
1994; FELSEMBURGH et al., 2007; MANGIONE et al., 2011; VITT & CALDWELL, 2014). El
estrato cdrneo puede presentar elevaciones dérmicas como verrugas, tubérculos conicos
cornificados, espinas o papilas (ELIAS & SHAPIRO, 1957; DE BRITO-GITIRANA & AZEVEDO,
2005; FELSEMBURGH & DE BRITO-GITIRANA, 2008), y sus células pueden ser anucleadas o
pueden poseer nlcleos picnoéticos (DUELLMAN & TRUEB, 1994; LILLYWHITE et al., 1997).
El granuloso esta constituido por queratinocitos, y en algunos casos, células en forma de
matraz (flask cells), relacionadas con el transporte iénico, y células de Merkel, que
llevarian a cabo la funcion de mecanorrecepcion (DUELLMAN & TRUEB, 1994; DE BRITO-
GITIRANA & AZEVEDO, 2005; FELSEMBURGH et al., 2009; VALENTE-TEIXEIRA, 2014; OLEA
et al., 2019). El estrato germinativo esta conformado por la capa de células que apoya en la
lamina basal, entre las cuales también pueden estar presentes células en forma de matraz y
células de Merkel (DUELLMAN & TRUEB, 1994). La dermis esponjosa estd compuesta por
tejido conectivo laxo con fibras elasticas y colagenas, glandulas ectodérmicas
multicelulares de tipo mucosa y serosa, vasos sanguineos y cromatéforos (QUAY, 1972;
DUELLMAN & TRUEB, 1994; DELFINO et al., 1998; BRrizzi et al., 2002). Finalmente, la
dermis compacta presenta tejido conectivo denso con fibras colagenas posicionadas en
paquetes paralelos a la superficie corporal, que pueden estar separadas por agrupaciones de
fibras colagenas verticales llamadas tejido conectivo ascendente, que recorren toda la
dermis partiendo de la base de este estrato (GREVEN et al., 1995; SCHWINGER et al., 2001).
En algunos anfibios se observa la capa de Eberth-Katschenko (E-K) (PoRTO, 1936;
ELKAN, 1968; SCHWINGER et al., 2001; LENzI-MATTOS et al., 2005; ALMEIDA et al., 2007;
FELSEMBURGH et al., 2009; JARED et al., 2009; VALENTE-TEIXEIRA, 2014; REGUEIRA et al.,
2016) cuya localizacion varia, pudiendo estar inmersa en la dermis esponjosa (MANGIONE
& LAvVILLA, 2004), dispuesta entre el estrato esponjoso y el compacto (AzZEVEDO et
al.,2006; MANGIONE et al., 2011), o entre este Gltimo y la hipodermis (GARCIA et al.,
2011). La capa E-K consiste en una sustancia fundamental amorfa con fibras elasticas y

colagenas, entre las cuales se depositan sales de calcio y fésforo. Glicosaminoglicanos



unidos covalentemente a proteinas, radicales sulfato y carboxilo, junto a minerales como el
potasio, zinc y sodio son también componentes de la sustancia amorfa de esta capa
(ToLEDO & JARED, 1993). Su morfologia varia pudiendo ser simple (TOLEDO & JARED,
1993; MANGIONE & LAVILLA, 2004; AzeVeDO et al., 2006; ALMEIDA et al., 2007;
MANGIONE et al., 2011), doble (KALTENBACH et al., 2004; GARCIiA et al., 2011), acelular o
con presencia de células asociadas (ELKAN, 1968; AzeVEDO et al., 2005; FELSEMBURGH et
al., 2009; GARciAa et al., 2011; MANGIONE et al., 2011; VALENTE-TEIXEIRA, 2014). Se cree
que participa en la proteccion mecénica y en la regulacién hidrica evitando la desecacion,
pero también se ha propuesto como parte del proceso de osmorregulacién por medio de su
intervencion en la homeostasis mineral (ELKAN, 1968; 1976; TOLEDO & JARED, 1993;
GARCIA et al., 2011; VALENTE-TEIXEIRA, 2014). Wells (2007) y Valente-Teixeira (2014)
plantean que podria actuar como reservorio de minerales importantes para llevar a cabo la
osmorregulacion. Por otro lado, se ha sugerido que podria ser una barrera para el
intercambio entre el interior de los anuros y su medio ambiente (TOLEDO & JARED, 1993;
AZEVEDO et al., 2005; FELSEMBURGH et al., 2009) disminuyendo la capacidad de absorcion
de agua del tegumento, y que ademas incrementaria la dificultad del transporte de agua a
través de dicho 6rgano (DUELLMAN & TRUEB, 1994). No obstante, podria tratarse de una
estructura vestigial del esqueleto dérmico de anfibios ancestrales (KATCHBURIAN et al.,
2001; MANGIONE et al., 2011).

Las variaciones encontradas en el tegumento de los anuros han sido consideradas
parametros para diferenciar especies (FELSEMBURGH et al., 2009), pero también se han
observado variaciones dentro de un mismo taxon dependiendo de la edad, el sexo, la
ecologia o el modo de vida (AzeVEDO et al., 2005; DE BRITO-GITIRANA & AZEVEDO, 2005;
LENzZI-MATTOS et al., 2005; ALMEIDA et al., 2007; FELSEMBURGH et al., 2009; GONCALVES
& DE BRITO-GITIRANA, 2008; REGUEIRA et al., 2016). A su vez, las regiones corporales
divergen (SCHWINGER et al., 2001; GONGCALVES & DE BRITO-GITIRANA, 2008; VALENTE-
TEIXEIRA, 2014), probablemente a causa de variaciones en las propiedades fisioldgicas del
organo (GREVEN et al., 1995). Algunas de las caracteristicas donde se han encontrado
desigualdades son el espesor del tegumento (GREVEN et al., 1995; FELSEMBURGH et al.,
2009; JARED et al., 2009), la densidad y el tipo de glandulas (PRATES et al., 2012; OLEA et

al., 2019) o los diferentes tipos de secrecién independientemente de la similitud



morfoldgica de las mismas (REGUEIRA et al., 2016), la proporcion de vasos sanguineos
(DUELLMAN & TRUEB, 1994; WELLS, 2007), la abundancia de células de Merkel (VALENTE-
TEIXEIRA, 2014) y de celulas en forma de matraz (FELSEMBURGH et al., 2009), de
cromatéforos, osteodermos y otros anexos tegumentarios (ELIAS & SHAPIRO, 1957;
DUELLMAN & TRUEB, 1994; TOLEDO & JARED, 1995; DELFINO et al., 1999; 2002;
FELSEMBURGH et al.,2007; GARCIA et al., 2011; REGUEIRA et al., 2016; SILVA RODRIGUES
et al., 2017). Sin embargo, no se ha encontrado bibliografia que haga referencia a los
efectos de los quimicos provenientes de la actividad antrdpica en la histomorfologia del
tegumento de los anuros.

Physalaemus biligonigerus (Cope 1861) (n.v.: ranita llorona) pertenece a la familia
Leptodactylidae, la cual tiene tres subfamilias: Leiuperinae, Leptodactylinae y
Paratelmatobiinae, entre las cuales se reparten 218 especies. Esta rana se encuentra dentro
de la primera subfamilia, la cual cuenta con 5 géneros, dentro de los cuales, Physalaemus
consta de 49 especies (FROST, 2020). Es un anuro de pequefio tamafo y distribucion
neotropical, presente en la region norte y centro de nuestro pais, desde las provincias de
Jujuy, Salta, Tucuman, Catamarca y La Rioja, atravesando Cordoba y Santa Fe, para llegar
a las provincias de Misiones, Corrientes, Entre Rios, y norte de Buenos Aires y de La
Pampa (CEl, 1980).

Objetivo general
Develar modificaciones estructurales del tegumento de individuos adultos de P.
biligonigerus, relacionadas al grado de perturbacion ambiental, mediante un analisis

comparado de las caracteristicas cualitativas y cuantitativas del mismo.

Objetivos especificos
« Caracterizar los diferentes estratos del tegumento de P. biligonigerus mediante
estudios histomorfoldgicos.
« Determinar variaciones histoldgicas y morfoldgicas del tegumento de distintas

regiones corporales.

Hipotesis



Individuos adultos de P. biligonigerus provenientes de un ambiente con mayor
alteracion antropica presentarian modificaciones tegumentarias con respecto a los de un

ambiente con menor grado de perturbacion.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Material bioldgico

Se eligieron cinco individuos adultos de P. biligonigerus (Fig. 1) por muestra, por
considerarse un numero manejable y util a los fines del presente trabajo. EIl primer grupo
fue extraido de la Coleccién Herpetoldgica de la Catedra de Anatomia Comparada de la
Facultad de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales, de la Universidad Nacional de Cérdoba
(AC-778, AC-783, AC-787, AC-789 y AC-790). Los mismos provienen de un
agroecosistema del sur de la Provincia de Cdrdoba (33°01'32"S; 63°33'07"W) (Fig. 2A),
que es una extensa regién compuesta por humedales, donde se distribuyen lagunas de
diferentes origenes, profundidades y extensiones (AIMAR et al., 2010). Dichos espejos de
agua se forman en campos donde se llevan a cabo actividades agricolas y ganaderas, en las
cuales se hace un uso intensivo de agroquimicos tales como fertilizantes, herbicidas y
plaguicidas, ademas de antibioticos y otros farmacos, que determinan que la zona presente
alta perturbacion antropica (BARDONE URQUIZA & COSTA CAREZZANO, 2013; CAREZZANO
et al., 2013a; 2013b).

El segundo grupo estuvo compuesto por cinco individuos de la misma especie
procedentes de la Coleccion Herpetoldgica del Laboratorio de Ecotoxicologia de la
Universidad Nacional del Litoral (FCBC-UNL 3824-3828), recolectados en un bosque
ripario de la Provincia de Santa Fe (30°32°32°’S; 59°54°56>’W) (Fig. 2B), que se encuentra
enmarcado dentro de la region del valle de inundacion del rio Parand (LAIMANOVICH,
1991) y presenta baja perturbacion antrépica (PELTZER et al.,2010).

Todos los ejemplares se encontraron fijados en formalina al 10% y conservados en

etanol al 70%.

3.2 Histologia

Se tomaron muestras del tegumento de las regiones medio dorsal (MD), medio
ventral (MV) e inguinal (I) de cada individuo. Las mismas fueron deshidratadas en
soluciones de graduacion creciente de etanol, aclaradas en xilol e incluidas en parafina.
Posteriormente se realizaron cortes seriados de 5um de espesor que fueron montados y

coloreados con Hematoxilina-Eosina, Tricromico de Casson y Azul de Toluidina.



3.3 Analisis morfométrico

Por cada region corporal se seleccionaron 10 cortes que fueron fotografiados
empleando una cdmara digital AxioCam ERc 5s Carl Zeiss, adosada a un microscopio
Primo Star Carl Zeiss. Ademas, se realizaron 10 mediciones por corte del espesor de cada
estrato con el programa Fiji (SCHINDELIN et al., 2012), para finalmente obtener el grosor

del tegumento completo.

3.4 Andlisis Estadistico

Los datos obtenidos se analizaron a través de estadisticos descriptivos empleando el
software R version 3.2.2 (2015). Se aplicaron los test de Shapiro-Wilk (SHAPIRO & WILK,
1965) y el de Levene (LEVENE, 1960) a los fines de determinar si los errores presentaban
distribucién normal y si sus varianzas eran homogeneas. Aquellas variables que no
cumplieron con los supuestos mencionados se sometieron al analisis no paramétrico de
Kruskal-Wallis (KRUSKAL & WALLIS, 1952). Se consideraron diferencias estadisticamente

significativas cuando los valores p fueron < 0,05.



4. RESULTADOS

4.1 Caracteristicas histomorfologicas

Se distinguieron las dos capas caracteristicas del tegumento de vertebrados en
general, la epidermis y la dermis, junto con sus estratos, los cuales presentaron
caracteristicas especificas del orden Anura.

En el estrato corneo de la epidermis se observaron células con diferente morfologia.
En primer lugar, las tres regiones corporales de los especimenes de Ucacha presentaron
una capa de células planas anucleadas, predominantemente en las regiones MD e | (Fig. 3
y 7), mientras que los ejemplares de Santa Fe la tuvieron en las regiones MD y MV (Fig. 4
y 5), en la mayoria de los casos. En segundo lugar, células un poco mas altas y con nucleos
picnoticos fueron vistas en todas las regiones corporales del grupo del agroecosistema (Fig.
3y 7), sobre todo en la region MV. Dichas células con nucleos picnéticos también se
hallaron en las regiones MV (Fig. 6) e | (Fig. 8) de los anuros del bosque, sobre todo en la
region I, donde a su vez, se las encontrd dispuestas en dos capas en ciertos sectores. Por su
parte, las elevaciones dérmicas estuvieron ausentes en todos los casos.

El estrato granuloso estuvo compuesto por células en diferenciacion
(queratinocitos) cubicas o cubicas altas, dispuestas en capas que variaron en niamero de
acuerdo con la region corporal y el ambiente. Los anfibios del agroecosistema presentaron
de 1 a 4 capas celulares en la region MD, 1 a 6 en la region MV, y de 1 a 3 en la region |
(Fig. 3y 7). Los anuros del bosque presentaron de 1 a 2 capas en la region MD, 1 a4 en la
region MV, y de 1 a 3 en la region | (Fig. 4, 5, 6 y 8). En cuanto a las células en forma de
matraz, fueron escasas en todos los ejemplares (Fig. 4 y 6). Con respecto a las células de
Merkel, estuvieron poco presentes en el grupo de Ucacha (Fig. 7), diferente a lo observado
en los anuros de Santa Fe (Fig. 4, 5,6y 8).

El estrato germinativo, constituido principalmente por una capa de células cubicas,
contd con una pequefia cantidad de células en forma de matraz en los diez ejemplares.
Pocas células de Merkel fueron encontradas en el grupo del agroecosistema, mientras que
lo opuesto ocurrio en el del bosgue, sobre todo en las regiones MD y MV (Fig. 5, 6y 8).

En el estrato esponjoso de la dermis de todos los ejemplares se encontrd tejido
conectivo laxo con fibras elasticas y colagenas distribuidas de manera laxa, glandulas

exocrinas multicelulares de tipo mucosa y serosa, y vasos sanguineos. Los cromat6foros
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estuvieron presentes en la regibn MD de todos los anfibios analizados (Fig. 3 y 4), y
muchos vasos sanguineos fueron vistos en la region | del grupo de Santa Fe (Fig.8).

En el estrato compacto se halld tejido conectivo denso con fibras colagenas
posicionadas en paquetes paralelos a la superficie corporal, separadas por paquetes de
fibras colagenas verticales (Fig. 3 y 4). También fue posible observar vasos sanguineos
transitando de un estrato a otro por medio del tejido conectivo ascendente (Fig. 7).

La capa E-K fue hallada en las tres regiones corporales de ambos grupos, siendo su
morfologia simple, es decir que una sola capa fue vista entre los estratos dérmicos,
dispuesta de forma discontinua y desprovista de células asociadas. Presentd mayor
opacidad y grosor en los individuos de Ucacha, en comparacion con los individuos de
Santa Fe (Fig. 3 y 4). A su vez, en estos Ultimos, tuvo menor espesor y fue escasamente

vistaen la l.

4.2 Caracteristicas morfométricas

Los espesores medios junto con sus desvios estandar se encuentran en la Tabla 1.
A partir del analisis estadistico se pudo comprobar que el tegumento de mayor grosor
fue el de los anfibios del agroecosistema. A su vez, en este grupo se encontrd que la
region de mayor espesor fue la MD, seguida por la MV y finalmente la I, que fue la
region mas fina de todas. En los anuros del bosque, la region MD también presento el
mayor grosor, seguida por la regién | y finalmente la MV.

En todos los casos la epidermis fue mas fina que la dermis, y a su vez, la primera
capa presentd mayor espesor en la region MV, seguida por la | y finalmente la MD,
mientras que la dermis fue méas gruesa en la region MD, seguida por la 1 y luego la MV,
donde fue mas fina. Por otro lado, se encontraron diferencias entre los grupos al
comparar las capas de cada region corporal entre si, siendo ambas de mayor grosor en
los anfibios del agroecosistema, excepto por la epidermis de la region I, que presento el
mismo espesor promedio en ambas localidades.

La mayoria de los estratos fueron de mayor dimension en los anuros de Ucacha,
excepto por el cérneo de la region MD, el esponjoso de la regiébn MV, y tanto el estrato
cérneo como el esponjoso de la regidn I, los cuales fueron de mayor espesor en Santa
Fe.
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5. DiIscusiON

5.1 Analisis histomorfoldgico

En el presente trabajo se encontré la misma estructura basica descripta para el
tegumento de los vertebrados en general, la cual consta de dos capas, epidermis y dermis,
cada una con sus respectivos estratos (TOLEDO & JARED, 1993; DE BRITO-GITIRANA &
AZEVEDO, 2005; AZEVEDO et al., 2006; MANGIONE et al., 2011; VITT & CALDWELL, 2014).
Cada estrato presentd caracteristicas comunes al orden Anura (DUELLMAN & TRUEB,
1994), en las cuales se sabe que existe un rango de variacion de tipo especie-especifico
(FELSEMBURGH et al., 2009). Ademas, se ha encontrado un alto grado de plasticidad dentro
de cada taxén dependiendo de la edad o el sexo (Azevebo et al., 2005; DE BRITO-
GITIRANA & AZEVEDO, 2005; LENzI-MATTOS et al., 2005; ALMEIDA et al., 2007;
FELSEMBURGH et al., 2009; GONCALVES & DE BRITO-GITIRANA, 2008; REGUEIRA et al.,
2016), pero también dependiendo de la region corporal analizada (SCHWINGER et al., 2001;
GONGALVES & DE BRITO-GITIRANA, 2008; VALENTE-TEIXEIRA, 2014) debido a que ciertas
variaciones podrian estar asociadas a cambios en las propiedades fisioldgicas del
tegumento (GREVEN et al., 1995). EI modo de vida de estos vertebrados también se ha
planteado como inductor de cambios, ya que se considera a la estructura como un reflejo
del comportamiento, el microhabitat y las adaptaciones a éste (DE BRITO-GITIRANA &
AZEVEDO, 2005; FELSEMBURGH et al., 2009; VALENTE-TEIXEIRA, 2014). Sin embargo, los
efectos de los quimicos provenientes de la actividad antrépica en la histomorfologia del
tegumento de los anuros no han sido estudiados.

Se ha postulado que las caracteristicas de las células del estrato corneo desempefia
un papel importante en el control del ingreso de sustancias (WANCZzINSKI et al., 2007),
debido a que la queratina de las células planas anucleadas presenta una de las estructuras
mas resistentes a los quimicos (LILLYWHITE et al., 1997). Aun asi, se ha descubierto que
los agentes deformantes son capaces de disociar su estructura (PEYREFITTE et al., 1998).
Las variaciones en las caracteristicas de este estrato fueron examinadas junto con los
aspectos morfométricos, por lo cual la interpretacion de las mismas estdn mencionadas mas
adelante.

Los estratos granuloso y germinativo de la epidermis presentaron muy pocas

células en forma de matraz en todos los casos analizados. A pesar de que se ha asociado a
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estas células con el transporte i6nico (VALENTE-TEIXEIRA, 2014), no se han encontrado
referencias bibliogréficas que hablen sobre las causas o los efectos de la ocurrencia de este
hecho en el tegumento. Por su parte, escasas células de Merkel fueron vistas en los
ejemplares de Ucacha, mientras que lo contrario ocurrié en los de Santa Fe. Si bien la
prevalencia de este Ultimo tipo de células se ha vinculado con un compromiso mayor del
sistema tegumentario con la mecanorrecepcion (VALENTE-TEIXEIRA, 2014), tampoco se
han propuesto motivos o consecuencias de su abundancia. A su vez, en los anuros del
bosque se ha visto una menor presencia de queratinocitos en comparacién con los anuros
del agroecosistema. Siendo estas células las que participan en el proceso de recambio del
tegumento (GRAAFF, 2003), se podria deducir que los individuos de Santa Fe estarian
presentando una menor tasa de desprendimiento de mudas de la piel, lo cual es una
estrategia para deshacerse de capas afectadas (WANCZzINSKI et al., 2007). Podria resultar de
interés analizar que consecuencias tiene para los anfibios de Ucacha una baja proporcién
de células mecanorreceptoras; si los agroguimicos predisponen al aumento de la tasa de
recambio celular del tegumento; o si los anuros del bosque requieren una mayor capacidad
percepcion del ambiente por las caracteristicas estructurales mas complejas de su habitat,
en comparacion a las del agroecosistema (V1GLIZzO et al., 2005; ORDUNA et al., 2013).

En la dermis esponjosa se han encontrado cromatdéforos en la region MD de todos
los especimenes, siendo estos una barrera de proteccion térmica que refleja la radiacion
solar, controlando la deshidratacion y la temperatura de estos animales (DUELLMAN &
TRUEB, 1994). Fueron vistos escasos vasos sanguineos en la region | de los anuros de
Ucacha, a diferencia de lo encontrado en los de Santa Fe. Una mayor irrigacién sanguinea
se ha relacionado con un alto compromiso de la regién en la distribucion del agua y
absorcion de iones (DUELLMAN & TRUEB, 1994; AzeveDO et al., 2005; WELLS, 2007;
VALENTE-TEIXEIRA, 2014), y se ha descripto como un caracter frecuente en la region
inguinal (LILLYWHITE et al., 1997), por lo que se deduce que la presencia de agroquimicos
podria haber provocado la reduccion observada en el grupo de Cérdoba. En este estrato no
fue posible analizar la proporcion de glandulas debido a que poseen una amplia variacion y
no seria preciso diferenciarlas en serosas y mucosas en base a su apariencia, sino que debe
incluirse el andlisis de la naturaleza quimica de la secrecién que producen (REGUEIRA et
al., 2016).
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En el estrato compacto de todos los anuros se encuentran fibras colagenas
ascendentes, al igual que en otras especies (GREVEN et al., 1995; SCHWINGER et al., 2001;
AZEVEDO et al., 2005; 2006), a las cuales se les ha asignado un papel importante en la
propiedad de tensidon de la piel debido a que por su disposicion, estarian ayudando a
mantener la integridad estructural del tegumento (AzeveDo et al., 2006). También se ha
sugerido que podrian ser vias de migracion celular (DENEFLE et al., 1993) o conductos para
que los vasos sanguineos puedan alcanzar la capa esponjosa (GONGALVES & DE BRITO-
GITIRANA, 2008). Esto ultimo se pudo observar en P. biligonigerus (Fig. 7).

La capa E-K fue hallada en todos los individuos, siendo mas facil de reconocer en
los anuros del agroecosistema. Teniendo presente que los anfibios sucumben ante
infecciones fungicas o microbianas solo si su tegumento estd dafiado, la proteccion
mecanica podria ser el rol de esta capa (ELKAN, 1968; TOLEDO & JARED, 1993; AZEVEDO
et al., 2005; WELLS, 2007; FELSEMBURGH et al., 2009; GARCIA et al., 2011; VALENTE-
TEIXEIRA, 2014) en ambos grupos. Por su parte, los anuros de Cordoba podrian requerir un
tegumento fortalecido por los minerales que la componen (ELKAN, 1968; AZEVEDO et al.,
2005; GARciA et al., 2011; MANGIONE et al., 2011) para evitar la entrada de agrogquimicos,
antibioticos y otros farmacos utilizados en las actividades agropecuarias de la zona
(CAREZZANO &CABRERA, 2010b; BARDONE URQUIZA & COSTA CAREZZANO, 2013;
CAREzzANO et al. 2013a; 2013b). Ademas, teniendo en cuenta que el tegumento de los
anfibios es altamente permeable, ain en mayor medida que el de otros tetrapodos
vertebrados (DUELLMAN & TRUEB, 1994; HAYES et al., 2010; MANGIONE et al., 2011; VITT
& CALDWELL, 2014), podria estar cumpliendo la funcion de barrera (ELKAN, 1968;
TOLEDO & JARED, 1993; AZEVEDO et al., 2005; WELLS, 2007; FELSEMBURGH et al., 2009;
GARCIA et al., 2011; VALENTE-TEIXEIRA, 2014) ante el ingreso de dichas sustancias.
Cualquiera de las funciones mencionadas justificaria la presencia de una capa E-K con
mayor opacidad y grosor en los anuros de esta localidad. EI grupo del bosque se destacé
por su menor espesor y rara presencia en la region 1, lo cual puede ser analizado junto con
la ocurrencia de una capa esponjosa de mayor dimensién y mayor irrigacion, en
comparacion con los anfibios de Ucacha. En primer lugar, se ha expresado que la capa E-K
puede estar ausente cuando hay una dermis esponjosa que actlia como reservorio de agua

(DE BRITO-GITIRANA, 2008; FELSEMBURGH et al., 2009; VALENTE-TEIXEIRA, 2014) -
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evidenciado por la presencia de una gran cantidad de sustancia amorfa fundamental en este
estrato (AzeVEDO et al., 2006)-, y en segundo lugar, se cree que la presencia de la capa E-
K disminuiria la capacidad de absorcion y transporte de agua del tegumento (DUELLMAN &
TRUEB, 1994). A partir de lo planteado, se infiere que al ser mas ligera en los anuros del
bosque, estaria permitiendo la ocurrencia de los procesos que mantienen el equilibrio
hidrico manteniendo el beneficio del fortalecimiento del tegumento, mientras que el grupo
del agroecosistema, sumado a lo antes mencionado, podria estar reduciendo la capacidad
de transporte del agua en esta regién corporal altamente expuesta al rose con el sustrato.
Asi mismo, la diferencia en cuanto a la irrigacién sanguinea iria de la mano con la
proteccion de tegumento ante la absorcion de sustancias toxicas. Al margen de estas
deducciones, en funcién de la amplia variedad de conjeturas planteadas en torno a su
presencia y las caracteristicas de la capa E-K, y el hecho de que se desconoce su origen
(GARciA et al., 2011), parece acertada la propuesta de MANGIONE et al. (2011) de analizar
los aspectos funcionales luego de considerar asuntos relacionados al inicio de su aparicion
y presencia en muchos taxones. Se la ha encontrado en otras especies dentro de la familia
Leptodactylidae (MANGIONE & LAVILLA 2004; GARCIA et al., 2011), y también en otras
familias como Bufonidae (PORTO, 1936; SCHWINGER et al., 2001; DE BRITO-GITIRANA &
AZEVEDO, 2005; ALMEIDA et al., 2007; FELSEMBURGH et al., 2009; JARED et al., 2009;
REGUEIRA et al.,2016), Hylidae (ELKAN, 1968; VALENTE-TEIXEIRA, 2014), Ranidae
(ELKAN, 1968; KALTENBACH et al., 2004), Ceratophryidae (MANGIONE et al., 2011) y
Odontophrynidae (ELKAN, 1968).

5.2 Analisis morfométrico

Los anfibios del agroecosistema presentaron un sistema tegumentario de mayor
grosor en las tres regiones corporales, lo cual parece estar relacionado a la alta exposicion a
sustancias quimicas, en base a la sensibilidad y alta permeabilidad (DUELLMAN & TRUEB,
1994; HAYES et al., 2010; MANGIONE et al., 2011; SimON et al., 2011; VITT & CALDWELL,
2014; SILVA RODRIGUES et al., 2017) ya mencionadas, y al hecho de que mientras mayor
distancia haya entre las sustancias del exterior y el torrente sanguineo, menor es la
probabilidad de que lleguen a éste (PRUNIERAS, 1994). Dentro de cada grupo, el tegumento

de la region MD presentd mayor grosor que el de la region MV, en concordancia con lo
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hallado en Xenopus leavis (GREVEN et al., 1995), Bufo marinus (SCHWINGER et al., 2001),
Rhinella jimi (JARED et al., 2009) y R. ornata (FELSEMBURGH et al., 2009), para lo cual no
se han propuestos causas.

En cuanto a las caracteristicas de la epidermis, se observo que fue mas fina en la
region MD, y que presentd un estrato cOrneo constituido mayormente por células
queratinizadas en todos los individuos. A la vez, en el grupo de Ucacha contd con un
grosor mayor pero un estrato cérneo mas fino. Por su parte, la epidermis de la regiéon MV
fue la de mayor espesor en ambas localidades -para lo cual se ha sugerido un papel
protector contra la friccion del abdomen con el sustrato (VALENTE-TEIXEIRA, 2014)-, y en
este caso también fue méas gruesa en los anuros de Cérdoba, siendo su estrato corneo mas
grueso y con una mayor proporcién de células vivas que en los de Santa Fe. En cuanto a la
region I, si bien la epidermis presentd el mismo grosor en ambas localidades, el estrato
corneo del grupo del agroecosistema fue mas fino y estuvo constituido principalmente por
células queratinizadas, mientras que en el grupo de Santa Fe se observaron mas células
vivas. Otra caracteristica distintiva del sistema tegumentario del grupo de Ucacha fue su
estrato granuloso de mayor grosor en las tres regiones corporales. Todos los atributos
encontrados en los anfibios de Cordoba podrian deberse a las condiciones ambientales que
enfrentan y a las caracteristicas de su sistema tegumentario (DUELLMAN & TRUEB, 1994;
PEYREFITTE et al., 1998; HAYES et al., 2010; MANGIONE et al., 2011; VITT & CALDWELL,
2014; SILVA RODRIGUES et al., 2017) ya que los agentes deformantes podrian haber
provocado la reduccion de la queratina, lo que a su vez podria haber gatillado el
engrosamiento del estrato granuloso para seguir cumpliendo con el rol protector del
organo. Desde otra perspectiva, que puede no ser excluyente de la primera, la mayor tasa
de desprendimiento de la piel evidenciada por la gran produccion de queratinocitos
(WooDHAMS et al., 2007), podria ser la causa de haber encontrado un estrato corneo mas
fino 0 con una mayor presencia de células vivas.

La dermis fue mas gruesa en la region MD de todos los individuos. Al igual que los
estratos anteriores, tanto el estrato esponjoso como el compacto presentaron mayor grosor
en el grupo de Ucacha. Siendo que el estrato esponjoso ha sido vinculado con la funcion de
reservorio de agua, esta region corporal podria haber modificado sus propiedades

fisiologicas (GREVEN et al., 1995; AzeVEDO et al., 2006) para participar mas activamente
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en los procesos de regulacion hidrica en los anuros de Cérdoba, teniendo en cuenta que ha
sido més fino en las regiones MV e |, mas expuestas al contacto con los cuerpos de agua y
el sustrato. El estrato compacto parece estar comprometido con el soporte y la resistencia
ante la tension (AzeveDo et al., 2006), por lo cual los anuros del agroecosistema parecen
estar requiriendo una mayor proteccion ante el dafio mecanico que se sumaria a la funcién
protectora de la capa E-K.

A partir de este andlisis se concluye que las diferencias halladas pueden estar
determinadas por el grado de perturbacion ambiental. Aun asi, la presencia de
agroquimicos no es el Unico factor capaz de producir modificaciones en el tegumento de
los anuros (SPARLING et al., 2010; HAMMOND et al., 2012). Como se ha mencionado,
entran en juego caracteristicas estructurales del microhabitat y la fisiologia de cada region
corporal (DE BRITO-GITIRANA& AZEVEDO, 2005; FELSEMBURGH et al., 2009), siendo este
altimo aspecto poco comprendido adn (OLEA et al., 2019), lo cual impide arribar a
conclusiones mas soélidas. Otro factor que no fue tenido en cuenta, y que también
promueve la diferenciacion entre grupos, es el distanciamiento geografico entre las
poblaciones (SILVA RODRIGUES et al., 2017). Resulta importante tener en cuenta que se ha
propuesto a P. biligonigerus como un complejo de mas de una especie (SCHALK, 2012) y
que en este trabajo se han encontrado diferencias -en cuanto al grosor del tegumento y la
proporcion de vasos sanguineos-, considerados parametro para diferenciar especies
(FELSEMBURGH et al., 2009; VALENTE-TEIXEIRA, 2014). Finalmente, se ha planteado que el
estudio del impacto de los quimicos desde una perspectiva evolutiva es el que permitiria
dilucidar el verdadero efecto de estas sustancias en los anfibios (COTHRAN et al., 2013), lo
cual no fue posible llevar a cabo debido a la ausencia de trabajos previos que describan las
caracteristicas del tegumento de P. biligonigerus muestreados en las areas escogidas y en

diferentes estadios de su ciclo vital.
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6. CONCLUSIONES

El tegumento de P. biligonigerus presenta la estructura basica descripta para el
subphylum Vertebrata constituida por dos capas, la epidermis y la dermis, junto con sus
respectivos estratos, los cuales presentan caracteristicas especificas del orden Anura. En
cuanto a la epidermis de ambos grupos se pueden mencionar las siguientes caracteristicas
halladas en las tres regiones corporales: en el estrato corneo fueron vistas células
anucleadas o con nucleos picnoticos, en el estrato granuloso un nimero variable de capas
de queratinocitos junto con escasas células en forma de matraz, y en el estrato germinativo
se observaron células apoyadas sobre la ld&mina basal, entre las cuales hubo muy pocas
células en forma de matraz. En cuando a la dermis, el estrato esponjoso presentd tejido
conectivo laxo con fibras elasticas y colagenas distribuidas de manera laxa, glandulas
exocrinas multicelulares de tipo mucosa y serosa, y vasos sanguineos; mientras que en el
estrato compacto se encontrd tejido conectivo denso con fibras colagenas dispuestas en
paquetes paralelos a la superficie corporal, separados por paquetes de fibras colagenas
verticales, cuya extension fue desde la base de este estrato hasta el esponjoso. La capa E-K
fue otro atributo presente en todas regiones corporales analizadas, siendo una sola capa
dispuesta entre los estratos dérmicos de forma discontinua y sin células asociadas.

En cuanto a las diferencias histomorfoldgicas, el estrato corneo de las tres regiones
corporales de los especimenes de Ucacha exhibidé una capa de células planas anucleadas,
mayormente en las regiones MD e |, mientras que en el grupo de Santa Fe solo se las
observé en las regiones MD y MV, siendo predominante en ambas. Células un poco mas
altas y con nucleos picnéticos fueron vistas en las tres regiones corporales de los
individuos del agroecosistema, sobre todo en la region MV, mientras que en el otro grupo
fueron halladas en las regiones MV e |, sobre todo en esta Ultima regién, formando una
capa doble en ciertos sectores. En el estrato granuloso de los individuos del
agroecosistema, las capas de queratinocitos variaron de 1 a 4 en la regiéon MD, de 1 a 6 en
laMV ydela3enlal, mientras que en el grupo del bosque ripario se hallaron de 1 a 2
capas en la region MD, de 1 a4 enla MV y de 1 a 3 en la I. En este Gltimo estrato, las
celulas de Merkel se encontraron en menor cantidad en los anuros de Cordoba. Por su
parte, el estrato germinativo contdé con mas células de Merkel en el grupo de Santa fe, mas

que nada en las regiones MD y MV. En el estrato esponjoso de la region MD de todos los
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anfibios se observaron cromatoforos, y solo en la regién | de los especimenes de Santa fe,
abundantes vasos sanguineos. La capa E-K fue mas notoria en el grupo del agroecosistema
por su mayor opacidad y grosor, y su vez, dentro del grupo del bosque tuvo menor espesor
y fue escasamente vista en la region I.

A partir del analisis morfométrico se hallé que el tegumento de los anfibios del
agroecosistema presentaba mayor grosor en todas las regiones corporales. A su vez, en
este mismo grupo, la region MD presentd un grosor superior, seguida por la MV vy
finalmente la 1. La region MD de los anuros del otro grupo también contdé con un
sistema tegumentario de mayor espesor, seguida por la region | y finalmente la MV.
Para todos los casos, la epidermis fue mas fina que la dermis, y ademas esta primera
capa presentd6 mayor grosor en la region MV, seguida por la region | y finalmente la
MD, mientras que la dermis fue mas gruesa en la region MD, seguida | y luego la MV.
Finalmente, los estratos presentaron mayor altura en los especimenes de Ucacha,
excepto por el corneo de la region MD, el esponjoso de la MV, y tanto el corneo como
el esponjoso de la region | de los anuros de Santa Fe.

Las variaciones halladas pueden deberse a una multiplicidad de factores, entre ellos
el diferente grado de perturbacion antropica de las localidades estudiadas, teniendo en
cuenta la intensa actividad agropecuaria que se lleva a cabo en los humedales del sur de
Cordoba, para la cual se utilizan, entre otros quimicos, farmacos, antibidticos y
agroquimicos, siendo estos ultimos aplicados entre los meses de octubre y marzo,
coincidente con la época de mayor actividad biologica de los anfibios. Las caracteristicas
estructurales del microhabitat, la fisiologia poco comprendida de cada region corporal y el
distanciamiento geografico entre las poblaciones, son otros posibles inductores de las
diferencias mencionadas. También resulta interesante mencionar que se han encontrado
diferencias en parametros considerados especie-especificos como es el grosor del
tegumento y la proporcion de vasos sanguineos, junto con el hecho de que ha propuesto a

P. biligonigerus como un complejo de especies.
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Tabla 1. Valores medios (um) y sus respectivos desvios estandar, de cada estrato de cada
region corporal del tegumento de P. biligonigerus, en el agroecosistema y el bosque. MD,
medio dorsal; MV, medio ventral; I, inguinal.

Region corporal Estrato Tipo de ambiente
Agroecosistema Bosque
N=5 N=5

MD Corneo 1,93 £+ 0,87 2,68 £ 1,65
Granuloso 15,14 + 7,18 10,26 + 6,48
Germinativo 2,15 + 0,83 1,76 =+ 0,58
Epidermis 19,22 + 7,47 14,52 + 6,30
Esponjoso 30,45 10,23 29,16 £ 15,64
Compacto 48,55 + 10,25 30,32 + 8,80
Dermis 79,00 =16,31 59,48 = 18,52
Total 98,22 +19,14 73,99 +21,81

MV Corneo 43 £ 2,00 3,71 + 1,60
Granuloso 23,68 + 8,19 17,23 + 9,13
Germinativo 2,23 =+ 0,69 150 + 0,43
Epidermis 30,21 + 8,72 22,45 + 9,59
Esponjoso 18,18 + 7,15 21,65 + 10,64
Compacto 36,99 + 8,72 21,78 + 7,31
Dermis 55,17 +12,35 43,43 +12,19
Total 85,38 + 15,91 65,88 + 18,50

I Corneo 2,69 + 1,41 559 + 571
Granuloso 16,13 + 6,92 16,34 + 14,93
Germinativo 2,12 £+ 0,77 191 £+ 0,52
Epidermis 20,94 + 7,40 23,82 +17,01
Esponjoso 18,11 + 8,02 25,20 + 16,65
Compacto 40,71 £15,41 24,56 + 8,73
Dermis 58,86 + 18,80 49,76 + 18,74
Total 79,80 + 21,03 72,33 + 26,29
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Tabla 2. Valores chizy sus respectivos valores P, obtenido mediante el test de Kruskal-
Wallis, para cada uno de los estratos de cada regién corporal del tegumento de P.
biligonigerus. MD, medio dorsal; MV, medio ventral; I, inguinal.

Region corporal Estrato Chi: Valor P
MD Cdrneo 84,48 <0,01*
Granuloso 184,00 <0,01*
Germinativo 69,83 <0,01*
Epidermis 145,28 <0,01*
Esponjoso 13,48 <0,01*
Compacto 504,69 <0,01*
Dermis 288,64 <0,01*
Total 318,55 <0,01*
MV Corneo 12,87 <0,01*
Granuloso 101,20 <0,01*
Germinativo 235,60 <0,01*
Epidermis 117,01 <0,01*
Esponjoso 15,60 <0,01*
Compacto 382,86 <0,01*
Dermis 142,78 <0,01*
Total 182,24 <0,01*
I Corneo 399,08 <0,01*
Granuloso 22,78 <0,01*
Germinativo 12,09 <0,01*
Epidermis 0,71 0,4
Esponjoso 34,86 <0,01*
Compacto 422,96 <0,01*
Dermis 85,05 <0,01*
Total 57,19 <0,01*

*diferencia estadisticamente significativa.
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Fig.1:Individuos adultos de P. biligonigerus. Foto: Fernando Carezzano.
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Fig.2: Sitios de muestreo de P. biligonigerus. A- Agroecosistema con alta perturbacion
antrépica, B- Bosque ripario con baja perturbacion antropica. Imagenes obtenidas de
Google Earth.
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Fig.3: Tegumento de la regién medio dorsal de P. biligonigerus. Agroecosistema. 1-estrato
cdrneo, 2-estrato granuloso, 3-estrato germinativo, 4-glandula serosa, 5-glandula mucosa,
6-cromatdforos, * capa E-K, TCA-tejido conectivo ascendente (10x HE).
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Fig.4: Tegumento de la region medio dorsal de P. biligonigerus. Bosque ripario. 1-estrato
cdrneo, 2-estrato granuloso, 3-estrato germinativo, 4-glandula serosa, 5-glandula mucosa,
6-cromat6foros,* capa E-K, TCA-tejido conectivo ascendente, —célula de Merkel, »

célula en forma de matraz (40x HE).
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Fig.5: Tegumento de la regién medio ventral de P. biligonigerus. Bosque ripario. 1-estrato
cdrneo, 2-estrato granuloso, 3-estrato germinativo, 4-glandula serosa, 5-glandula mucosa,

— célula de Merkel (x40 tricrémico de Casson).
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Fig.6: Tegumento de la regién medio ventral de P. biligonigerus. Bosque ripario. 1-estrato
cdrneo, 2-estrato granuloso, 3-estrato germinativo, 4-Glandula serosa, 5-glandula mucosa,
—célula de Merkel, » célula en forma de matraz (x40 azul de Toluidina).
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Fig.7: Tegumento de la region inguinal de P. biligonigerus. Agroecosistema. 1-estrato
cdrneo, 2-estrato granuloso, 3-estrato germinativo, TCA-tejido conectivo ascendente, VS-
vaso sanguineo, +VS-vaso sanguineo atravesando el tejido conectivo ascendente, — célula
de Merkel (10x HE).
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Fig.8: Tegumento de la region inguinal de P. biligonigerus. Bosque ripario. 1-estrato
cdrneo, 2-estrato granuloso, 3-estrato germinativo, 4-glandula serosa, 5-glandula mucosa,

— célula de Merkel, VS-vaso sanguineo (10x HE).
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