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[bookmark: _Toc53484931]Resumen


	Los anuros de la familia Bufonidae, se caracterizan por la presencia de glándulas parotoides en la región post-ocular cuando son adultos. En ellas se almacenan sustancias químicas defensivas, las cuales son sintetizadas de novo. La especie Rhinella horribilis [=marina], recientemente fue separada de Rhinella marina, según su distribución geográfica. Sin embargo, ambas especies se caracterizan por poseer un veneno altamente tóxico, el cual ha causado reducción de fauna nativa donde R. marina ha sido introducida en los últimos años. A pesar de que es sabido que su fácil adaptación a nuevos entornos se debe a la calidad de sus toxinas, no hay estudios que evalúen en cuál punto de su desarrollo se generan las glándulas granulares (almacenadores de toxinas) y las sustancias que ahí se resguardan. Por esta razón, este estudio tuvo como objetivo principal analizar la composición de las sustancias tóxicas y su distribución en el tejido del sapo Rhinella horribilis [=marina], durante su desarrollo ontogénico, mediante técnicas histológicas, como insumo para un potencial manejo de la especie. Se estudiaron cuatro etapas de desarrollo. Se encontró que en la etapa de renacuajo tardío se inicia la formación de glándulas granulares y mucosas, siendo la etapa de renacuajo temprano la más vulnerable para la especie. Dichas glándulas están distribuidas mayormente en la parte dorsal de los animales, específicamente, en la capa de la piel llamada dermis. La etapa de metamorfo resultó con mayor cantidad de glándulas y también con las más grandes. Por medio de las tinciones, se detectó que, a partir de la etapa de renacuajo tardío, se almacenan sustancias en las glándulas granulares de naturaleza lipídica, proteica y/o mucosa. Este es el primer estudio que sugiere que, antes de completar la metamorfosis, los organismos de esta especie son capaces de sintetizar y almacenar sustancias químicas defensivas. 
1. [bookmark: _Toc53484932]Introducción

[bookmark: _Hlk20738882]La especie Rhinella horribilis [=marina], pertenece a la familia Bufonidae. Se caracteriza por la presencia de potentes toxinas cutáneas, principalmente las que son conocidas como bufadienólidos. Posee un desarrollo relativamente rápido, realiza la metamorfosis en un mes; y un individuo puede vivir hasta cuatro años en la naturaleza (Zug & Zug, 1979). Además, tiene la capacidad de reproducirse dos veces al año, produciendo más de 35000 huevos por hembra en una sola puesta (Shanmuganathan et al., 2010). Esta especie es nativa del neotrópico, sin embargo, fue introducida en algunos sitios como Australia (Shine, 2010), Japón, Filipinas, Taiwán y algunas islas del Caribe y del Pacífico, entre otros (Easteal, 1981). 
[bookmark: _Toc53484933]1.1 Antecedentes
En la naturaleza, algunos animales han evolucionado con la capacidad de sintetizar sustancias químicas defensivas. Los bufónidos, conocidos comúnmente como sapos, son ejemplo de esto, pues poseen glándulas específicas para la producción y secreción de toxinas. Estas han sido estudiadas por su potencial biotecnológico (Flores et al., 2010), para analizar la efectividad contra depredadores (Hantak et al., 2016) o para determinar su composición a lo largo del desarrollo de la especie. Crossland (1998), evaluó la variación de la toxicidad en diferentes estadios de desarrollo, según Gosner (1960) de Rhinella horribilis [=marina] por medio de bioensayos con depredación por chinches belostomátidos. Se encontró que dichos insectos no sufrieron efectos negativos al depredar a los renacuajos de estadios más tempranos, sin embargo, sí morían después de ingerir renacuajos de estadios intermedios o tardíos. 
En los bufónidos las sustancias químicas defensivas pueden ser de origen proteico o lipídico. Un ejemplo de estas últimas, que ha sido muy estudiado, son los bufadienólidos. Hayes, Crossland, Hagman, Capon, & Shine (2009) documentaron, por medio de espectrometría de masas, la cantidad de bufadienólidos presentes en los tejidos de la especie R. horribilis a lo largo de su desarrollo. Los resultados indicaron que la cantidad de estas sustancias son mayores durante el estadio de huevo, con un decrecimiento en etapas intermedias, que vuelve a aumentar durante la metamorfosis. Asimismo, el estudio de Üveges et al. (2017) fue el primer reporte de la producción de bufadienólidos en renacuajos de otra especie de bufónido: Bufo bufo. Los investigadores reportaron un patrón similar al estudio anterior, pues obtuvieron mayor cantidad de toxinas en el inicio y el final del desarrollo de esta especie, mientras que en etapas intermedias decrece la concentración de dichas sustancias.
Además de análisis químicos, la palatabilidad de los renacuajos de los anuros se ha considerado como un indicador indirecto de la presencia de sustancias tóxicas defensivas. El término “no palatable” es definido por Gunzburger & Travis (2005) como una defensa antidepredatoria que consiste en un mal sabor, el cual puede ser aprendido por los depredadores. Estos investigadores, por medio de una revisión bibliográfica, tomaron en cuenta los diferentes estadios de desarrollo en anfibios para evaluar la palatabilidad y encontraron que hay dos picos de rechazo por parte de los depredadores: en la etapa de huevo y posteriormente, cuando está próximo a realizar la metamorfosis. Posteriormente, se ha estudiado la palatabilidad de diferentes especies de renacuajos mediante bioensayos con depredación (Adams et al., 2011; Jara & Perotti, 2009) y los estudios sugieren que los renacuajos de los sapos bufónidos son más rechazados que las otras familias de anuros. 
Aparte de los análisis químicos y bioensayos, los análisis de histología permiten describir la composición de sustancias químicas defensivas y estructura de las glándulas parotoides, según la ontogenia. Dichas glándulas son un conjunto de glándulas granulares, las cuales son las encargadas de almacenar las sustancias tóxicas sintetizadas. Por medio de histología, se encontró que en Rhinella arenarum existen glándulas a lo largo de la piel de los individuos, que producen toxinas con características similares a las de las glándulas parotoides. Al mismo tiempo, resultó que renacuajos, en estadios tempranos, aún no tienen glándulas parotoides funcionales (Regueira et al., 2016). A raíz de los resultados anteriores, en otro estudio se demostró que la densidad de las glándulas en el dorso de los individuos de la especie R. arenarum no se relaciona con el tamaño corporal de estos, sin embargo el tamaño de las glándulas parotoides sí lo hace (Regueira et al., 2017). 
A partir de la descripción de los estudios anteriores, surge la pregunta ¿presentan los renacuajos de R. horribilis toxinas en todas sus etapas de desarrollo? Sin embargo, en los estudios de R. arenarum se indica que las glándulas de los bufónidos maduran hasta la metamorfosis. Es debido a lo mencionado anteriormente, que se requieren estudios histológicos con R. horribilis que puedan indicar cómo es el desarrollo de estas glándulas en su piel. Además, es importante conocer cómo producen estas sustancias o de dónde las adquieren.
[bookmark: _Toc53484934]1.2 Justificación	
	La especie Rhinella horribilis [=marina], originalmente, se distribuía desde el sur de Texas, en Estados Unidos, hasta la Amazonía Central (Zug & Zug, 1979). Con el tiempo ha extendido su distribución, debido a translocaciones, pues actualmente esta especie puede encontrarse en los estados de Florida y Luisiana de Estados Unidos (Acevedo et al., 2016). Además, debido a la introducción de esta especie a otros lugares años atrás, de manera accidental o consciente, como Australia, Hawaii y Puerto Rico, la especie se logró adaptar y en algunas zonas ha proliferado y ocasionado daños graves a la fauna nativa (Catling et al., 1999). Los daños no solamente suelen ser debido al efecto de los adultos en las presas y depredadores no adaptados, sino también a la presencia novedosa de las numerosas crías en la red alimentaria ecológica local.
Ejemplo de lo anterior es que, en Australia, se han reducido las poblaciones de invertebrados en las charcas, debido a que algunos renacuajos de R. horribilis los comen y no han desarrollado mecanismos de defensa ante estos depredadores (Greenlees & Shine, 2011). Esto se relaciona también con que los sapos de R. horribilis inhiben el crecimiento o desarrollo de las especies de anuros nativas en las charcas compartidas (Greenlees et al., 2007). Por otro lado, la versión de huevo e individuo recién eclosionado de la especie invasora son altamente tóxicos cuando se ingieren, debido a las toxinas que la madre oviposita, por lo que reducen poblaciones de renacuajos nativos, que se alimentan de ellos (Crossland, 2000). 
La principal causa de su éxito parece ser las toxinas de la especie, pues al pertenecer al linaje filogenético de otra región, afecta a las especies nativas de las zonas que coloniza, ya que estas no poseen resistencia a sus toxinas o no han aprendido a identificar a la especie como peligrosa (Shine, 2012). Como consecuencia, esto reduce la cantidad de depredadores que pueda poseer y genera daños a los animales nativos que intentan a alimentarse de ellos.
Ligado a lo anterior, la toxicidad de las defensas químicas también afecta a las comunidades en las regiones donde R. horribilis normalmente se distribuye. Por ejemplo, se ha encontrado que esta especie se puede trasladar y adaptar, fácilmente, en zonas más altas, con temperaturas más bajas de lo que se conoce reportada (Mccann et al., 2014). De hecho, expertos en herpetología han visto a la especie en el Cerro de la Muerte, en Costa Rica (comunicación personal: Federico Bolaños Vives). A raíz de esto se sospecha que si los frecuentes cambios ambientales y climáticos provocan una expansión del rango típico de la especie, tal como ha sucedido con otros anfibios (Duan et al., 2016) podrá desplazar a otras, pues su potente veneno ocasiona la muerte a los depredadores y daños a especies simpátricas.
Por otro lado, se encontró que los bufónidos, en general, poseen mayor toxicidad en las sustancias químicas defensivas en las zonas urbanizadas, debido al alto estrés que les produce la contaminación (Bókony et al., 2019). Asimismo, se ha reportado que la exposición constante de los bufónidos a los herbicidas también incrementa la producción de bufadienólidos (Bókony, Mikó, et al., 2017), lo que los hace más tóxicos. Por lo que, como resultado del alto crecimiento urbanístico y la expansión de la frontera agrícola en el mundo, esta especie podría provocar daños en la fauna con la que es simpátrica, debido a su alta toxicidad.
Adicionalmente, se considera a la enfermedad quitridiomicosis, ocasionada por el hongo Batrachochytrium dendrobatidis, como una de las principales causas del declive de la mayoría de las poblaciones de anfibios, sin embargo, el género Rhinella sp. es el que menos severidad de declive presenta (Scheele et al., 2019). Esto podría estar relacionado con la presencia de sustancias tóxicas en la piel, pues se ha reportado que los efectos del hongo quitridio están íntimamente relacionados con las sustancias presentes en la epidermis. Algunos individuos de la familia Bufonidae, como los del género Rhinella sp., son altamente resistentes al ataque de este patógeno, mientras que otros de esta familia, como el género Atelopus sp. son especialmente susceptibles (Catenazzi et al., 2018). 
Lo anterior provoca que Rhinella sp. funcione como reservorio del hongo e incluso podría imposibilitar la reintroducción de otras especies en peligro crítico, por ejemplo, los sapos arlequines (Atelopus sp.). Sin embargo, por ahora no se entiende cómo afecta esta enfermedad en el ambiente ecológico, especialmente en la etapa de renacuajo (Woodhams & Alford, 2005), por lo que este estudio dará las bases para comprender la composición y distribución de las principales sustancias tóxicas en los tejidos de una especie, que es conocida por ser resistente al hongo.
Desde el inicio de los estudios para evaluar los daños que provocan las toxinas de R. horribilis, como especie invasora, únicamente se han realizado ensayos de depredación (Crossland, 1998) y análisis químicos (Hayes et al., 2009). A pesar de que es sabido que las toxinas son el causante del éxito del crecimiento de las poblaciones invasoras y nativas de la especie, no hay estudios acerca de la composición y distribución de estas en sus tejidos, en particular de la formación y desarrollo de las glándulas con la capacidad de sintetizar dichas toxinas poderosas. Actualmente, se reporta que las glándulas no aparecen en los anuros hasta la metamorfosis (Regueira et al., 2016; Stynoski & O’Connell, 2017) y el hecho de que los renacuajos tengan algún nivel de toxicidad que pueda afectar al ecosistema aún es desconocido. 
 Es por lo anterior que este estudio tiene como fin realizar una descripción de la naturaleza de las principales sustancias químicas presentes en los tejidos de R. horribilis a lo largo de las etapas de desarrollo, por medio de la histología y tinciones de tejidos. Así se podrían identificar la presencia de glándulas productoras de toxinas o la presencia de diferentes tipos de estas, lo cual revelaría por primera vez si las glándulas inmaduras u otros tejidos en los estadios juveniles de R. horribilis tienen la capacidad de sintetizar cierto tipo de sustancias químicas defensivas, así como lo hacen las glándulas de los sapos adultos. Cabe destacar este estudio no tiene como objetivo cuantificar el grado de toxicidad de dichas sustancias, sino indagar cuál es la naturaleza de las sustancias (proteica, lipídica o mucosa) que estén presentes dentro de las glándulas en diferentes estadios de su ontogenia. Esto con el fin de comprender cuándo es que las sustancias químicas defensivas sintetizadas por estos animales (p.ej.: péptidos, bufadienólidos) aparecen por primera vez a lo largo de su desarrollo.
La mayoría de las iniciativas de planes de manejo para esta especie en zonas donde es invasora se enfoca en la etapa adulta y reproductiva (Tingley et al., 2017). Sin embargo, la información de este estudio también podría aportar información para el posible manejo integral de la especie abarcando etapas larvales, pues se podrán reconocer las etapas donde la especie contenga menor y mayor cantidad de toxinas. De esta manera, se protegería a la fauna simpátrica a lo largo de todas las etapas de vida del anfibio en estudio. Además, permitiría comprender las diferencias de esta especie con las demás de la familia Bufonidae y generar estrategias de manejo para reducir la vulnerabilidad de los depredadores en sitios donde es introducida y esté impactando a la fauna autóctona.
[bookmark: _Toc53484935]1.3 Planteamiento del problema a investigar
¿Cómo es la composición de las sustancias tóxicas y la distribución de estas en los tejidos de Rhinella horribilis [=marina] a lo largo de sus estadios de desarrollo, que la diferencia de las demás especies de la familia Bufonidae?
[bookmark: _Toc53484936]1.4 Objetivos
[bookmark: _Toc53484937]1.4.1 Objetivo general
Analizar la composición de las sustancias tóxicas y su distribución en el tejido del sapo Rhinella horribilis [=marina], durante su desarrollo ontogénico, mediante técnicas histológicas, como insumo para un potencial manejo de la especie.
[bookmark: _Toc53484938]1.4.2 Objetivos específicos
· Describir la distribución de las glándulas en el tejido de cuatro etapas de desarrollo de la especie Rhinella horribilis [=marina]: individuo recién eclosionado, renacuajo temprano, renacuajo tardío y metamorfo.
· Determinar las principales sustancias tóxicas presentes en el tejido de la especie Rhinella horribilis [=marina] en las etapas de desarrollo que se presenten glándulas. 
· [bookmark: _heading=h.gjdgxs]Comparar los tipos de sustancias tóxicas presentes en los tejidos y su distribución con lo descrito para otras especies de la familia Bufonidae, como aporte para el posible manejo de la especie.



2. [bookmark: _Toc53484939]Marco Teórico

En esta sección se abarcarán los conceptos y procesos básicos que son necesarios para llevar a cabo la investigación. Primero, se tratará el tema de las sustancias químicas defensivas en los animales en general y, específicamente, en la familia Bufonidae, del grupo de los anuros. Posteriormente, se expondrán los diferentes tipos de glándulas que poseen estos animales, en especies y familias cercanas, así como las funciones de cada una. Seguidamente, se describirá la histología como técnica apropiada para el estudio de las sustancias químicas defensivas. Finalmente, se explicará la ontogenia de los anuros y su relación con el desarrollo de las sustancias químicas defensivas en bufónidos. 
Sustancias químicas defensivas en animales
	La evolución ha dado como resultado la presencia de sustancias químicas defensivas en algunos grupos de animales, comúnmente conocidas como toxinas o venenos. Dichas sustancias pueden ser compuestos moleculares pequeños, péptidos y proteínas (Daly, Spande, & Garraffo, 2005). Estas les proporcionan a los animales tres beneficios principales en la naturaleza: adquisición de recursos, defensa y reducción de competencia (Zhang, 2015). Ejemplo de estos casos, respectivamente, son cuando los venenos de las serpientes son inyectados en las presas para inmovilizarlas y poder ingerirlas, cuando los erizos de mar secretan su veneno a través de las espinas en el momento en el que se sienten amenazados por depredadores o cuando la hormiga Nylanderia fulva  utiliza secreciones tóxicas abdominales para eliminar el veneno que la hormiga de fuego (Solenopsis invicta) le secreta durante las peleas por recursos, evitando así el desplazamiento de la especie (Zhang, 2015).
	Otro beneficio de la presencia de sustancias químicas defensivas en los organismos es que, al entrar a otro hábitat que no es el natural, puede defenderse de las especies simpátricas, pues estas no están adaptadas a la presencia de las toxinas que produce y no presentan resistencia. Esto convierte a los organismos venenosos en especies invasoras, pues no hay depredadores y los efectos de sus toxinas pueden repercutir en la fauna nativa. Tal es el caso del conocido pez león (Pterois volitans/miles) en el Mar Caribe, pues no se ha encontrado una especie que resista a la cantidad de toxinas que expulsa de sus espículas, por lo que se ha expandido causando daños en los arrecifes a lo largo de la zona caribeña (Sandel, Martínez-Fernández, Wangpraseurt, & Sierra, 2015). 
En el caso de los anfibios, la presencia de glándulas con toxinas ha funcionado para disminuir la proliferación de patógenos en su piel (Conlon, Mechkarska, Lukic, & Flatt, 2014). Por ejemplo, Agalychnis callidryas, especie de la familia Hylidae, presenta péptidos característicos en la piel, los cuales se presume que utiliza para la reducción de patógenos y también para defensa antidepredatoria (Davis et al., 2016). Además, los individuos de algunas familias como Dendrobatidae y Bufonidae poseen glándulas con toxinas secuestradas y sintetizadas de novo, respectivamente (Darst, Menéndez-Guerrero, Coloma, & Cannatella, 2005; Hutchinson & Savitzky, 2004), las cuales causan daños fisiológicos a los depredadores. 
Familia Bufonidae: Rhinella horribilis [=marina]
Los individuos de la familia Bufonidae, llamados comúnmente como sapos, son cosmopolitas, pues se distribuyen alrededor del mundo, exceptuando las regiones de Madagascar y los territorios al este de la Línea de Wallace, la cual es un límite biogeográfico que separa los continentes Asia y Oceanía (Rage, 2003).  Estos organismos se caracterizan por ser robustos, por la presencia de verrugas en su piel y extremidades relativamente cortas; sin embargo, pertenecen a esta familia los sapos arlequines que no cumplen con lo descrito, pues son de cuerpo delgado y con extremidades más alargadas (Leenders, 2016). Esta familia se diferencia de las demás por la presencia de glándulas parotoides en los individuos, las cuales consisten en la agregación de glándulas exocrinas granulares localizadas en la región post-ocular (Hutchinson & Savitzky, 2004).
La especie Rhinella horribilis pertenece a la familia descrita anteriormente, está distribuida naturalmente en Estados Unidos, en el sur de Texas, pasa por la región tropical de México, América Central y en el norte de Sur América (Zug & Zug, 1979). Normalmente esta especie se distribuye desde el nivel del mar hasta los 1600 msnm (Savage, 2002). Durante la etapa de adulto, es una especie de hábitos nocturnos y se alimenta de insectos o vertebrados pequeños (Ward-Fear, Greenlees, & Shine, 2016). La ovoposición la realizan en zonas abiertas en los márgenes de los ríos o en estanques permanentes o estacionales (Da Silva & Giaretta, 2008).
Durante la etapa de renacuajo de R. horribilis, los hábitos de alimentación, morfología y microhábitat son completamente distintos a los de la etapa adulta. En su etapa larval, los anuros son filtradores, y como resultado del forrajeo, reducen las partículas orgánicas e inorgánicas suspendidas en el agua y cambian la estructura de las comunidades de las diatomeas. Por otra parte, colaboran con la bioturbación, donde se da la suspensión de sedimentos y nutrientes en los cuerpos de agua (Whiles et al., 2006).  
	Normalmente, los renacuajos son diurnos y su alimentación depende de su aparato bucal, que tiene formas complejas dependiendo de la especie. Existen diferentes comportamientos de forrajeo en renacuajos, bentónicas o pelágicas, y esto también determina el alimento que puedan conseguir. Sin embargo, mayoritariamente se alimentan de microalgas o insectos pequeños (Venesky, Wassersug, Jorgensen, Riddle, & Parris, 2011).
El cuerpo de un renacuajo de R. horribilis es negruzco y relativamente pequeño, generalmente miden entre 7.4 y 13.5 mm (Cabrera-Guzmán, Crossland, Brown, & Shine, 2013). Sin embargo, cuesta tener precisión en la descripción de estos individuos, pues se reportan con una alta plasticidad fenotípica en la naturaleza. Esto porque no todos los organismos de la misma especie tienen la misma longitud en un estadio en específico, ya que esta varía según la cantidad de recurso que haya en el hábitat (Cabrera-Guzmán et al., 2013). Por otro lado, en la especie se han reportado algunos casos de canibalismo, donde los renacuajos se limitan solamente a la depredación de los huevos. Se especula que lo anterior es por el valor nutricional que les aportan los huevos a los individuos (Crossland, Hearnden, Pizzatto, Alford, & Shine, 2011; Crossland & Shine, 2011).
Sustancias químicas defensivas en Bufonidae
Las sustancias químicas defensivas en la familia Bufonidae son sintetizadas de novo, esto quiere decir que los sapos poseen un metabolismo y morfología especializada para la producción y almacenamiento de ellas (Brodie, 2009). Dicha morfología se basa en la presencia de dos tipos principales de glándulas exocrinas a lo largo de su cuerpo: granulares, las cuales almacenan sustancias tóxicas; y las mucosas, las cuales secretan mucinas, compuesto encargado de mantener la humedad de la piel de los individuos, esenciales para la termo y osmorregulación del animal (Medeiros et al., 2019).
Las glándulas granulares cutáneas están distribuidas a lo largo del cuerpo de los organismos adultos. Estas se pueden clasificar en tres grupos principales: glándulas venenosas comunes de la piel, glándulas venenosas parotoides y glándulas venenosas parotoides periféricas (Mailho-Fontana et al., 2018).
Las glándulas venenosas comunes de la piel son las que se encuentran en zonas como el dorso del animal, en el vientre o en la zona pélvica. Estas son el tipo de glándulas más abundantes en los bufónidos. Las glándulas venenosas parotoides son las que se aglomeran para formar las glándulas parotoides y las sustancias que secretan tienen más cantidad de proteínas. Finalmente, las glándulas venenosas parotoides periféricas, se refieren a las glándulas que se aglomeran en el borde de las glándulas parotoides, recubriendo a las glándulas venenosas parotoides (Mailho-Fontana et al., 2018). 
Según los reportes que existen para la especie R. horribilis, las diferentes secreciones de las glándulas, mencionadas anteriormente, son complejas bioquímicamente. Estas pueden estar compuestas por moléculas de proteínas, péptidos, aminas biogénicas y alcaloides, donde se encuentran derivados de triptófano con bufotenina y deshidrobufotenina, principalmente. Además, se pueden encontrar tres sustancias esteroideas principales: bufadienólidos libres, bufadienólidos conjugados con ácidos y arginina y acetil bufadienólidos (Schmeda-Hirschmann et al., 2016).
	Se ha reportado que dichas sustancias tienen distintos mecanismos para causar daños graves a depredadores. En general, los bufadienólidos se caracterizan por ser cardiotóxicos, ya que inhiben las bombas sodio-potasio de la membrana del tejido del corazón (Hayes et al., 2009). Sin embargo, dependiendo de cuál bufadienólido sea, actúa de manera desigual en diferentes organismos, ejemplo de esto es la marinabufagina, un bufadienólido libre, la cual también provoca inhibición en la bomba sodio-potasio, pero el resultado es la vasoconstricción sanguínea de los depredadores. Conjuntamente, estas sustancias atacan a potenciales patógenos, pues también inhiben el crecimiento de protistas, como la Leishmania sp., sobre la epidermis (Medeiros et al., 2019). 
	Debido a los distintos tipos de mecanismos de acción, las sustancias tóxicas defensivas de los bufónidos afectan diferente a los diversos tipos de depredadores. Dicha diferencia radica en los sitios de unión que hay en las bombas de sodio-potasio de vertebrados e invertebrados (Okamura, Yasuhara, Fambrough, & Takeyasu, 2002), ya que estos últimos no poseen dicho sitio de unión necesario para los cardenólidos, por los cuales se presume que se unen los bufadienólidos (Hayes et al., 2009). Sumado a esto, se ha reportado que los vertebrados rechazan más depredar a los anfibios que los invertebrados (Gunzburger & Travis, 2005). Esto hace interpretar que los efectos son menos perjudiciales en insectos o que, debido a su nivel cognitivo poseen menor capacidad de aprender, por ejemplo. 
	A pesar de lo anterior, sí existen estudios donde los insectos rechazan o evitan a especies de bufónidos, principalmente en la etapa de renacuajo. Por ejemplo, en un experimento, a una larva de odonato (Pantala flavescens) le ofrecieron cinco diferentes especies de renacuajos y su decisión fue comer de todas, exceptuando Bufo melanostictus, especie de la familia Bufonidae (Karraker, 2011). Este rechazo probablemente se deba a toxinas, u otras sustancias no palatables, que aún no han sido identificadas.
La histología como método para el estudio de las sustancias químicas defensivas
	La histología es una metodología que permite analizar la composición y la estructura de tejidos orgánicos, es decir de los seres vivos. La técnica consiste en preparar los tejidos de manera que se puedan cortar en capas muy delgadas para poder destacar los componentes bioquímicos o la estructura de las células. De esta manera, es posible observar a nivel de microscopio, las células específicas del tejido y su contenido bioquímico (Ross & Pawlina, 2006).
	Para preparar los tejidos primero se tiene que pasar por un proceso de deshidratación, lo cual es usualmente realizado con altas concentraciones de alcohol. Esto, para eliminar toda el agua de las células y evitar las burbujas que puedan dañar el tejido en el momento de cortarlo. La siguiente fase es conocida como inclusión, se trata de colocar el tejido en algún material, que altas temperaturas sea líquido, pero a temperatura ambiente sea sólido. También es necesario que el material sea lo suficientemente resistente para mantener el tejido dentro intacto y para que se impregne en las células. Asimismo, es necesario que el material pueda cortarse para seguir a la siguiente fase. Los materiales que más se utilizan son parafina y resina, los cuales son materiales hidrofóbicos (Nanci, 2018).
Para la etapa del corte, se utiliza un instrumento conocido como micrótomo, este posee un sistema de acercamiento del tejido hacia una cuchilla. El aparato se programa para la distancia de acercamiento, y esta equivale al espesor del corte. Usualmente, la unidad se maneja en micrómetros (µm) y, la elección de la cantidad de micras a utilizar depende del tejido que se esté cortando, por ejemplo, para cerebros se utiliza generalmente 4 µm (Chacón et al., 2015), para tejidos de renacuajos, 6 µm (Regueira et al., 2016, 2017), y para tejidos vegetales, como madera 20 µm (Adeniyi et al., 2016).
Seguidamente, los cortes se colocan en portaobjetos para proceder al proceso de desparafinado con xileno, en el caso de usar parafina durante la inclusión. Este proceso se hace previo al de la tinción. Posteriormente, por lo general, se realiza una tinción llamada hematoxilina-eosina. Ambos son tintes que se impregnan dentro de las células, por lo que se caracterizan por destacar la estructura de las células, pues las hace resaltar. Asimismo, existen también otros tintes, que destacan la composición de las sustancias que se encuentran dentro de las células, por ejemplo, proteínas, esteroides, aminas, entre otros (Ross & Pawlina, 2006). El uso de cada tipo de tinte depende de la pregunta de investigación que se esté tratando de resolver.
Para el estudio de sustancias químicas defensivas en anuros, Regueira et al. (2016) han utilizado los tintes Sudán Rojo III, que tiñe los derivados de las secreciones lipídicas. Este también identifica a los esteroides, los cuales se comportan como lípidos debido a sus propiedades bioquímicas, pues no son afines a solventes polares. Además, se ha utilizado Azul Coomassie R250, para la detección de proteínas; y para la detección de catecolaminas, se ha utilizado la reacción de cromafina. Para la determinación de mucopolisacáridos, los cuales son básicamente sustancias mucosas que se almacenan tanto en las glándulas granulares como mucosas, usualmente se utiliza Azul Alcian (Chammas et al., 2014). Todas estas sustancias se analizan en las glándulas almacenadoras de sustancias tóxicas (glándulas granulares) para relacionarlo, efectivamente, con defensas químicas.
Ontogenia de anuros y su relación con sustancias químicas defensivas
Los estadios de desarrollo de los anuros están descritos por Gosner (1960), que estableció números para cada estadio, según sus características morfológicas. Dicha descripción contempla desde el huevo hasta el momento en que la metamorfosis está completa. En total, el desarrollo se caracterizó en 46 estadios. Desde el estadio 1 al 20, contiene parte del desarrollo embrionario hasta que el renacuajo sale del huevo; del estadio 21 al 25 es cuando el individuo es un renacuajo libre que se puede alimentar, y también aparecen ciertos pigmentos en las células; los estadios del 26 al 30 se identifican por el tamaño de las extremidades posteriores conforme se forman y salen de su cuerpo; a partir del estadio 40, son individuos que sufren cambios más drásticos de la metamorfosis, como la absorción de la cola o los cambios internos de las estructuras que forman la boca.	
En general, en los renacuajos (estadios 21–45; de vida libre y con cola) no se reportan toxinas, en teoría, son individuos que aún no cuentan con la fisiología completa (i.e. glándulas granulares maduras) para poder sintetizarlas (Hayes et al., 2009). Sin embargo, la concentración de sustancias químicas defensivas en los anuros cambia según las etapas de desarrollo. Esto se ha determinado de manera indirecta, por medio de la palatabilidad de los anuros (Adams et al., 2011; Crossland, 1998; Grasso, Coleman, & Davidson, 2010; Gunzburger & Travis, 2005; Jara & Perotti, 2006, 2009). La tendencia en estos es que existen dos picos de rechazo, por parte de los depredadores, marcados durante la ontogenia, también interpretados como picos de toxicidad. Estos son al inicio de su desarrollo, como en huevo e individuo recién eclosionado, y después, durante los estadios en que ocurre la metamorfosis. 
Además, la variación ontogénica se ha estudiado de manera directa en bufónidos, por medio del análisis de la composición química de sus glándulas con diferentes metodologías (Hayes et al., 2009; Regueira et al., 2016, 2017), donde la tendencia coincide con la anterior y se reportan más cantidad de bufadienólidos en las etapas iniciales y finales de su desarrollo. Se piensa que estos dos picos son el resultado de venenos proporcionados (1) durante la formación del huevo, en el sistema reproductivo materno, y (2) durante el desarrollo de sus propias glándulas granulosas en la metamorfosis, pero todavía se necesita más investigación para comprobar estas hipótesis.

	
3. [bookmark: _Toc53484940]Marco Metodológico

Área de estudio
	El estudio se realizó en el Laboratorio de Investigación de Animales Peligrosos (LIAP), en el Instituto Clodomiro Picado (ICP) de la Universidad de Costa Rica, el cual se encuentra en Dulce Nombre, en el cantón de Vásquez de Coronado, provincia de San José. Dicho instituto es conocido por la gran trayectoria en la elaboración de sueros antiofídicos y por dedicarse a la investigación de venenos y toxinas en distintos animales. Esta investigación se llevó a cabo con los permisos correspondientes de investigación y colecta N° M-P-SINAC-PNI-ACAT-050-2019 y N° R-SINAC-ACG-PI-002-2020.
Objeto de estudio
	Se trabajó con renacuajos de la especie Rhinella horribilis [=marina], los cuales fueron colectados en forma de huevo, por los investigadores pertenecientes al LIAP, del ICP en la zona del Pacífico Norte de Costa Rica. Después de que eclosionaran, las larvas se mantuvieron en cautiverio en el laboratorio. Una vez que los renacuajos alcanzaron diferentes estadios de desarrollo (Gosner, 1960) de interés, se sacrificaron con benzocaína y, después, se colocaron en formalina. Posteriormente, los especímenes fueron preservados en etanol al 70%.
Diseño de estudio 
	De los renacuajos preservados de Rhinella horribilis [=marina], se extrajeron 16 individuos en total. Cuatro para cada etapa de desarrollo (Gosner, 1960): individuo recién eclosionado (del estadio Gosner 22 a 25), renacuajo temprano (del estadio Gosner 26 al 36), renacuajo tardío (del estadio Gosner 37 al 41) y metamorfo (del estadio Gosner 42 al 45). 
A. Cortes histológicos
	A cada individuo se le cortó la cola y las patas (si las tenía) con un bisturí y, posteriormente, se pasó por un proceso de deshidratación en alcoholes de diferentes concentraciones (de menor a mayor: 70%, 80%, 90% y 100%), con el fin de evitar la formación de burbujas de oxígeno en el tejido. Posteriormente, se realizó la inclusión en parafina de las muestras haciendo uso de moldes metálicos de 15x15x7 mm, colocando a los individuos con el vientre hacia arriba, con el fin de que lo primero que se cortara del animal fuera el dorso. Posteriormente, se cortaron las muestras en un micrótomo, marca Leica Biosystems, de manera frontal (empezando desde el dorso hacia el vientre) entre 4 y 6 μm de espesor, pues es el intervalo con el que comúnmente se trabaja para tejidos de anuros (Regueira et al., 2016). 
Se produjeron diferentes secciones de cada animal: la región dorsal, la cual correspondió a los primeros cortes que se realizaron; la región media, que se refirió al momento en el que se visualizó el tejido de la boca del animal, así como el hígado, el sistema digestivo y el músculo de la cola; y, finalmente, la región ventral del individuo, que correspondió a los últimos cortes cuando ya no se observó el tejido de la boca del animal. Una vez que los cortes estaban terminados, se colocaron en portaobjetos. En total, se produjeron, para cada uno de los individuos, cuatro portaobjetos de cada una de las secciones explicadas anteriormente.  
B. Tinción con Hematoxilina-Eosina
Se procedió a teñir la región dorsal, media y ventral de cada uno de los individuos con hematoxilina y eosina para resaltar las estructuras de la piel y cartilaginosas con el uso de portaobjetos. Seguidamente, se tomaron fotografías en 10 diferentes zonas de la piel (Figura 1) en cada uno de los portaobjetos, con un microscopio Olympus BX51, con un aumento de 40X, una cámara adherida a este, marca Olympus U-TV0.5XC-3 y con el software Image Pro Express. A continuación, con ayuda del programa Image J (Rasband, 2012), se midió el grosor de la epidermis y de la dermis en cada fotografía. Asimismo, se contaron el número de glándulas presentes en la epidermis, en la región intermedia y en la dermis. Además, a dichas glándulas encontradas, se les anotó si se encontraron en la región dorsal, media o ventral del individuo; así como si se encontraron en la orientación anterior o posterior del mismo. Finalmente, a cada glándula identificada, se le midió el diámetro, con el fin de sacar un promedio por individuo. De esta manera, se pudo identificar la presencia o ausencia de glándulas, su tamaño y su distribución en cada individuo de diferentes etapas de desarrollo.
[bookmark: _Toc53483573]Figura 1[image: ]. Esquema de la sistematización de la toma de fotografías en cada uno de los cortes histológicos de los individuos de Rhinella horribilis [=marina] en estudio durante las diferentes etapas de desarrollo. Orden en el que se tomaron las fotografías y los diferentes órganos resaltados que se tomaron de referencia para encontrar cada punto (A-B). Se muestra que de los puntos 1 al 5 fue determinada como la región anterior y de los puntos 6 al 10 correspondieron a la parte posterior del individuo (A-B). Corte histológico de la región dorsal de un individuo recién eclosionado con fines demostrativos (B).
C. Tinción con Sudán Negro, Azul Coomassie y Azul Alcian
Con el fin de determinar la presencia de las principales sustancias lipídicas, proteicas o mucosas en las glándulas de los individuos de R. horribilis [=marina], se procedió a realizar las tinciones con Sudán Negro, combinado con Hematoxilina (Regueira et al., 2016); con Azul Coomassie R250 y con Azul Alcian, respectivamente. Para cada tinción se utilizaron únicamente los individuos que presentaron glándulas en las tinciones con Hematoxilina-Eosina, estos fueron dos individuos de la etapa de Renacuajo Tardío y los cuatro respectivos a la etapa de Metamorfo. Asimismo, se utilizaron únicamente los cortes correspondientes a la región dorsal, pues fue donde se encontraron más glándulas.
Las glándulas positivas para Sudán fueron aquellas que se les tiñó el borde la glándula de manera más fuerte y se tomó como control positivo un tejido hepático del mismo individuo (Figura 2). En el caso de Azul Alcian y Azul Coomassie R250, las glándulas positivas fueron aquellas en las que se tiñó el contenido (Figura 3). Para estos dos últimos solamente se tomaron en cuenta los resultados de las glándulas granulares, las cuales se diferencian de las mucosas por la presencia de paredes más gruesas que se tiñen con colores más fuertes en comparación con el contenido (Figura 3). 
[bookmark: _Toc53483574][image: ]Figura 2.  Glándula granular (A) correspondientes a un corte dorsal de un individuo de Rhinella horribilis [=marina] en la etapa de metamorfo. Tejido hepático (B). Ambos cortes se tiñeron con Sudán Negro y Hematoxilina. La flecha muestra que la glándula (A) resultó positiva para contenido lipídico, pues se muestran los bordes teñidos fuertemente tal y como lo indica la flecha en el tejido hepático que se tomó como control positivo (B). 
[image: ]
[bookmark: _Toc53483575]Figura 3.  Glándulas de diferentes tipos (mucosa y granular) teñidas con Azul Alcian y Azul Coomassie. Todos los cortes pertenecen a la región dorsal de un individuo de la especie Rhinella horribilis [=marina] en la etapa de metamorfo. Se puede evidenciar la diferencia entre una glándula mucosa con una granular, pues en la segunda existe una capa mioepitelial ubicada en el borde de la célula, la cual se tiñe con colores más fuertes. Además, la diferencia entre los resultados positivo y negativo entre las glándulas granulares es notoria, pues cuando es positiva se tiñe el contenido de la glándula, mientras que cuando es negativa no.
Para los resultados de los tres tintes, se tomaron fotografías de todas las glándulas detectadas en los tejidos de la piel del animal con el uso de una cámara marca Olympus U-TV0.5XC-3, la cual se encuentra adherida a un microscopio Olympus BX51. Lo anterior se realizó en un aumento de 40X y con el software Image Pro Express. Posteriormente, las fotografías se clasificaron según las observaciones, como positivo o negativo para lípidos, proteínas y mucosas.
Análisis de datos
	Todos los análisis estadísticos se realizaron con el programa R versión 3.5.2 (R Core Team, 2017). Con respecto a los datos de la tinción Hematoxilina-Eosina, primero se realizó un modelo lineal generalizado con distribución quasibinomial, con el paquete “stats”, para identificar diferencias entre la presencia y la ausencia de glándulas en las etapas de desarrollo que mostraron glándulas (Renacuajo Tardío y Metamorfo). Seguidamente, con el fin de identificar si existían diferencias entre el grosor de las capas de la piel y las cuatro diferentes etapas de desarrollo, se realizó un modelo lineal generalizado mixto, con el paquete “lme4”, donde se utilizó la variable “individuo” como variable aleatoria. Posteriormente, se realizó una prueba post-hoc con el paquete “emmeans” para identificar la separación de las medias de las variables que tenían un efecto significativo, en general.
Para los siguientes análisis se utilizaron solamente las etapas de desarrollo donde se presentaron glándulas, las cuales fueron Renacuajo Tardío y Metamorfo. Se procedió a analizar las diferencias entre la cantidad de glándulas presentes en las diferentes capas de la piel y las etapas de desarrollo por medio de tres modelos lineales generalizados con distribución quasipoisson, debido a la sobre dispersión de los datos. Se realizó un modelo para cada capa: epidermis, región intermedia y dermis. 
En cuanto al análisis de las diferencias en cantidad de glándulas en las regiones dorsal, medio y ventral, según las etapas de desarrollo donde se presentaron; se realizó un modelo lineal generalizado mixto con distribución binomial negativa, debido a la sobre dispersión de los datos. Se utilizó como variable aleatoria “individuo”. De la misma manera se identificaron las diferencias en la cantidad de glándulas en la orientación anterior y posterior de los individuos en las diferentes etapas de desarrollo. Posteriormente, con el fin de identificar las diferencias en el diámetro de las glándulas en las diferentes etapas de desarrollo se realizó un modelo lineal. 
Con respecto al análisis de las tinciones con Sudán Negro, Azul Alcian y Azul Coomassie R250, se calculó la frecuencia relativa de las glándulas que resultaron positivas por cada individuo, para cada uno de los tintes. A continuación, se realizó un modelo lineal generalizado con distribución quasibinomial, debido a la sobre dispersión de los datos, para cada una de las tinciones. 
[bookmark: _heading=h.30j0zll]Todos los análisis estadísticos se trabajaron con un 95% de confianza y se consideraron significativas las relaciones con un valor de probabilidad menor a 0.05. Además, con el fin de tener una representación gráfica de los datos, se procedió a utilizar el paquete “ggplot2” para la elaboración de las figuras con una edición en el programa Adobe Illustrator. 
Finalmente, por medio de una revisión bibliográfica exhaustiva en diferentes bases de datos, se localizaron artículos científicos acerca de descripciones de las sustancias presentes en las glándulas granulares, y la distribución de estas, en los tejidos y estructuras de la piel de otras especies de la familia Bufonidae. Con la información colectada se construyó un cuadro comparativo descriptivo, con las principales diferencias entre los resultados obtenidos y la información reportada para otras especies.
4. [bookmark: _Toc53484941]Resultados

Tinción con Hematoxilina-Eosina
Durante las observaciones morfológicas, permitidas por las tinciones con hematoxilina-eosina, se pudo detallar que, durante la etapa de individuo recién eclosionado en la especie Rhinella horribilis [=marina] (Figura 4, A), los individuos presentan una única fila de grosor de células epidérmicas y no todos poseen todavía una dermis completamente desarrollada. Además, dos individuos presentaron “células gigantes”, las cuales consistían en células de mayor tamaño en comparación con las demás, que producen sustancias mucosas relevantes para los organismos (Chammas et al., 2014; Regueira et al., 2016). Estas pudieron ser confundidas con una glándula, sin embargo, se diferenciaron por la presencia de un núcleo definido, el cual es evidente bajo el microscopio porque se tiñe de un color morado intenso. Asimismo, durante la etapa de renacuajo temprano (Figura 4, B) hubo casos donde la epidermis tenía más de una línea de células y se fueron evidenciando espacios dérmicos más grandes, además, un individuo presentó “células gigantes”. 
Por otro lado, en los individuos pertenecientes a la etapa de renacuajo tardío, la dermis fue más notoria y se identificaron glándulas por primera vez. Estas estaban ubicadas, principalmente, en la zona intermedia de la epidermis y la dermis. Es necesario destacar que, esta fue la única etapa en la que se encontraron dos individuos con glándulas en desarrollo (Figura 4, C). Estas consistían en una aglomeración de células, las cuales, con el paso del tiempo incrementan de tamaño y, finalmente, se rompen formando en el interior de la glándula el “syncytium”. Este posee una apariencia de vacuola y contiene la combinación del citoplasma de las células junto con las diferentes sustancias producidas (Flucher et al., 1986). Finalmente, en la etapa de metamorfo (Figura 4, D) se evidenció la dermis de mayor grosor, siendo el lugar donde se encontraron la mayor cantidad de glándulas de los individuos. 
[bookmark: _Toc53483576][image: ]Figura 4. Cortes de piel de la región dorsal de los individuos de Rhinella horribilis [=marina] en las diferentes etapas de desarrollo en estudio. A. Fotografía de individuo recién eclosionado. B. Fotografía de renacuajo temprano. C. Fotografía de renacuajo tardío. D. Fotografía de metamorfo. CG: Célula gigante. E: Epidermis. D: Dermis. G: Glándula. GED: Glándula en desarrollo. Todas las fotografías fueron capturadas bajo microscopio electrónico a un aumento de 40X. Las barras muestran una escala de 50μm.
[image: ]En los individuos recién eclosionados y los renacuajos tempranos no se reportaron glándulas. Sin embargo, cuando se comparó la proporción de las muestras de los individuos con glándulas presentes en las etapas de renacuajo tardío y metamorfo se encontraron diferencias significativas (Estimado= -1.52 t(7)= -2.99, p=0.0241). Esto indicó que los metamorfos son los que poseen más glándulas, en comparación con las demás etapas (Figura 5). Lo anterior demuestra que, las glándulas empiezan a formarse entre las etapas de renacuajo temprano y tardío.
[bookmark: _Toc53483577]Figura 5. Proporción de muestras de cada individuo con glándulas presentes en cada etapa de desarrollo de Rhinella horribilis [=marina]. Para todos los renacuajos, se tomaron diez muestras en cada una de las regiones dorsal, medio y ventral (30 muestras en total) en diferentes partes del integumento según el esquema de la Figura 1. RE: Individuo recién eclosionado. RTe: Renacuajo temprano. RTa: Renacuajo tardío. M: Metamorfo.
[image: ]Con respecto al cálculo del grosor de capas de la piel, epidermis y dermis, se presentaron diferencias significativas en esta variable a lo largo de las etapas de desarrollo (F=23.94 p<0.001), siendo en la última etapa de Metamorfo en la que ambas capas son más gruesas. Además, se encontraron diferencias entre las capas epidermis y dermis (F=37.02, p<0.001), siendo esta última la más gruesa al final de desarrollo. En la prueba post-hoc se visualizó que las dimensiones de la dermis entre etapas cambian significativamente (Anexo 1). Lo anterior demuestra que las dimensiones del grosor de la epidermis se mantienen con valores similares a lo largo de su desarrollo, siendo el cambio más drástico en la dermis conforme avanza de etapa (Figura 6).
[bookmark: _Toc53483578]Figura 6. Grosor de las capas de la piel de los individuos de Rhinella horribilis [=marina] en sus diferentes etapas de desarrollo. RE: Individuo recién eclosionado. RTe: Renacuajo temprano, RTa: Renacuajo tardío, M: Metamorfo.
Las glándulas se contabilizaron dentro de las capas de la piel: epidermis, la zona intermedia y dermis. En las dos primeras capas no se presentaron diferencias significativas entre las etapas de desarrollo (Epidermis: Estimado= 0.57, t(7)=1.04, p=0.33; Zona intermedia: Estimado=0.72, t(7)=1.16, p=0.28), sin embargo, en la dermis sí (Estimado=-1.59, t(7), p=0.006). Por lo tanto, se puede interpretar que, al alcanzar la etapa de metamorfo, las glándulas se organizan de mayor manera en la dermis (Figura 7), lo cual sucede debido a un proceso natural de migración de glándulas en la mayoría de los anuros (ver Discusión).
[bookmark: _Toc53483579][image: ]Figura 7. Cantidad de glándulas presentes en las capas de la piel (Epidermis, Medio y Dermis) de los individuos de Rhinella horribilis [=marina] en las etapas desarrollo Renacuajo tardío (RTa) y Metamorfo (M).
	Por otro lado, en cuanto al número de glándulas encontradas en las regiones del animal: dorsal, medio y ventral, se obtuvo que sí hay una diferencia significativa entre las etapas de desarrollo (Estimado=-0.98, z=-2.51, p=0.01), pues es en la etapa de metamorfo donde hay mayor cantidad de glándulas. Además, la región dorsal mostró diferencias con la región intermedia (Estimado=-0.72, z=-3, p=0.002) y con la región ventral (Estimado=-0.98, z=-3.9, p<0.001). Esto indica que las glándulas se encuentran distribuidas mayoritariamente en la región dorsal de los individuos, y dicha diferencia de distribución se pronuncia más conforme crece el animal (Figura 8). 



[bookmark: _Toc53483580][image: ]Figura 8. Cantidad de glándulas presentes en las regiones corporales (dorsal, medio y ventral) de los individuos de Rhinella horribilis [=marina] en las etapas de desarrollo Renacuajo tardío (RTa) y Metamorfo (M).
En el análisis de la cantidad de glándulas en los individuos según la orientación, anterior y posterior, igual que en los análisis anteriores, se determinó que la etapa de renacuajo tardío presentó diferencias significativas con la etapa de metamorfo en la cantidad de glándulas (Estimado=-0.95, z=-2.42, p=0.01). Sin embargo, no se reportaron diferencias significativas entre la zona anterior y la posterior en los animales (Estimado=-0.09, z=-0.39, p=0.69). Lo anterior refleja que las glándulas se organizan, desde la nariz hasta la inserción de la cola, sin un patrón específico, pues tanto a nivel anterior, como posterior, se permanece con números similares de glándulas (Figura 9).
[bookmark: _Toc53483581][image: ]Figura 9. Número de glándulas presentes según la orientación (anterior y posterior) de los individuos de Rhinella horribilis [=marina] en las etapas de desarrollo Renacuajo tardío (RTa) y Metamorfo (M).
Finalmente, cuando se les midió el diámetro a las glándulas en todas las regiones y capas de los individuos, se encontraron diferencias entre las etapas de desarrollo (F=16.03, p=0.007). Esto indicó que las glándulas son más grandes durante la etapa de metamorfo (Figura 10).








[bookmark: _Toc53483582][image: ]Figura 10. Diámetro de las glándulas presentes en los tejidos de la piel de los individuos de Rhinella horribilis [=marina] en sus diferentes etapas de desarrollo. RE: Individuo recién eclosionado, RTe: Renacuajo temprano, RTa: Renacuajo tardío, M: Metamorfo.
Tinciones con Sudán Negro, Azul Coomassie R250 y Azul Alcian 
 Específicamente para el caso de Sudán Negro, no se encontraron diferencias significativas entre la proporción de glándulas que dieron positivo en cada individuo y las etapas de desarrollo de la especie Rhinella horribilis [=marina] (Estimado=0.21, t(5)=0.46, p=0.66; Figura 11). De la misma manera ocurrió con la proporción de glándulas granulares que dieron positivo con el tinte Azul Coomassie R250 (Estimado=0.65, t(6)=0.71, p=0.50; Figura 12) y con Azul Alcián (Estimado=0.22, t(5)=1.42, p=0.22; Figura 13). Esto indicó que, independientemente de la etapa en la que se encuentren los renacuajos (Renacuajo Tardío o Metamorfo), en el instante que se forman completamente las glándulas en los individuos de Rhinella horribilis, son capaces de almacenar sustancias de diversas características bioquímicas: lipídicas, proteicas o mucosas. Además, la frecuencia relativa de las sustancias presentes en la glándula no cambia de manera significativa a lo largo de su ontogenia.
[image: ]Es importante destacar que, durante las observaciones, se documentó algunas de las glándulas granulares que se identificaron no fueron positivas para los tres tintes a la misma vez. Por ejemplo, algunas dieron negativas para lípidos, pero positivas para contenido mucoso, entre otros resultados. Otra observación fue que, en la mayoría de los renacuajos, la cantidad de glándulas disminuye o es prácticamente nula en el remanente de cola que se dejó en los individuos después de cortarla para realizar el proceso histológico.
[bookmark: _Toc53483583]Figura 11. Proporción de glándulas positivas para Sudán Negro, detector de lípidos, en los individuos de Rhinella horribilis [=marina] en las etapas de Renacuajo tardío (RTa) y Metamorfo (M).

	




[image: ]

[bookmark: _Toc53483584]Figura 12. Proporción de glándulas granulares positivas para Azul Coomassie, detector de proteínas, en los individuos de Rhinella horribilis [=marina] en las etapas Renacuajo tardío (RTa) y Metamorfo (M).
[bookmark: _Toc53483585][image: ]Figura 13. Proporción de glándulas granulares positivas para Azul Alcián, detector de mucopolisacáridos, en los individuos de Rhinella horribilis [=marina] en las etapas de Renacuajo tardío (RTa) y Metamorfo (M).

Revisión bibliográfica 
	 Se encontraron 236 artículos científicos relacionados con estudios histológicos de la piel en anuros. De estos, solamente 20 fueron utilizados para el estudio comparativo entre especies pues eran, específicamente, estudios histológicos de la piel realizados en especies de la familia Bufonidae y, únicamente cinco de estos últimos estudiaron cambios morfológicos a través de los estadios de desarrollo en la piel de los individuos, ya que la mayoría estaban enfocados en la etapa de adulto. La información se separó por características morfológicas de la piel (Figura 14), para lo cual se utilizaron 11 artículos; y características bioquímicas de la piel (Figura 15), en el que se utilizaron nueve artículos.
[image: ]Figura 14. Comparación ontogénica de las características morfológicas de la piel en diferentes especies de la familia Bufonidae. La figura del cuadrado representa el género Rhinella sp., el rombo a Sclerophrys sp. y el pentágono Anaxyrus sp. Los cuadros que se encuentran con relleno amarillo y las siglas “Rh” dentro corresponden a la información generada en este estudio de la especie Rhinella horribilis [=marina]. Rg: Rhinella granulosa (Chammas et al., 2014; Delfino et al., 1999), Ra: Rhinella arenarum (Regueira et al., 2016), Rb: Rhinella bergi (Olea et al., 2019), Sr: Sclerophrys regularis (Kramer, 1970; Sayed et al., 2015), Ab: Anaxyrus boreas (Hayes & Gill, 1995), Ri: Rhinella icterica (De Almeida et al., 2007; De Brito-Gitirana & Azevedo, 2005), Ro: Rhinella ornata (Felsemburgh et al., 2009), Aa: Anaxyrus americanus (McCallion, 1956).
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[bookmark: _Toc53483587][image: ]Figura 15. Comparación ontogénica de las características bioquímicas, glandulares y celulares, que se encuentran en la piel de diferentes especies de la familia Bufonidae. En la columna de las características bioquímicas granulares y celulares: GG: Glándula granular, CG: Células gigantes. En el espacio de la figura: el círculo representa el género Bufo sp., el triángulo a Incillius sp., el cuadrado a Rhinella sp., el rombo a Sclerophrys sp. y el pentágono Anaxyrus sp. Los cuadros que se encuentran con relleno amarillo y las siglas “Rh” dentro corresponden a la información generada en este estudio de la especie Rhinella horribilis [=marina]. Bb: Bufo bufo (Ujszegi et al., 2017; Üveges et al., 2017), Ra: Rhinella arenarum (Regueira et al., 2016), Ab: Anaxyrus boreas (Hayes & Gill, 1995), Sr: Sclerophrys regularis (Kramer, 1970; Sayed et al., 2015), Ri: Rhinella icterica (da Silva et al., 2019; De Almeida et al., 2007),  Rm: Rhinella marina (Cannon & Hostetler, 1976), Ia: Incillius alvarius (Cannon & Hostetler, 1976).
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5. [bookmark: _Toc53484942]Discusión

En Rhinella horribilis [=marina] el proceso de formación de glándulas empieza mediante un cúmulo de células localizadas en la epidermis a partir de la etapa de renacuajo temprano. Después, alcanzan un mayor tamaño y una apariencia de vacuola para el almacenamiento de sustancias. Posteriormente, estas glándulas, tanto las mucosas como las granulares, realizan un proceso, mediado principalmente por vías hormonales lideradas por la tiroxina (Hayes & Gill, 1995), llamado migración. Este proceso no solo ocurre en la familia Bufonidae, sino que también se ha observado en las distintas glándulas presentes en la especie Xenopus laevis (Toledo & Jared, 1995).
La migración en esta especie consiste en que, durante la etapa de renacuajo temprano, las glándulas u otras estructuras como los melanóforos (Yasutomi, 1987), se forman en la epidermis, se desplazan atravesando la zona intermedia y, finalmente, alcanzan la dermis durante la etapa de metamorfo (Toledo & Jared, 1995). Es por la razón anterior que la zona intermedia de las capas de la piel solamente es detectada en las etapas de renacuajo tardío y metamorfo, pues es donde se realiza la migración. 
En este estudio se evidenció que las capas epidermis y dermis cumplen un papel fundamental en el desarrollo glandular de los individuos. Esto porque es en la primera donde se da la formación de las futuras glándulas y, después del proceso de migración, es en la segunda donde se establecen, principalmente, para su funcionamiento. Por esta razón, la dermis es más delgada en los primeros estadios de desarrollo y se va engrosando a través del tiempo por medio de la división mitótica de las células basales (Chammas et al., 2014). Esto concuerda con los reportes que existen para la especie Rhinella bergi (Olea et al., 2019), Rhinella granulosa (Chammas et al., 2014) y Rhinella arenarum  (Regueira et al., 2016). 
Es importante destacar que durante las primeras etapas de desarrollo de R. horribilis no se reportaron glándulas, únicamente se reportaron células gigantes que sugieren que los individuos necesitan un mecanismo de hidratación sobre su epidermis, y se ha reportado que estas células producen sustancias mucosas (Regueira et al., 2016). Asimismo, es importante indagar si dichas células provocan algún tipo de mal sabor a los depredadores o emiten alguna señal de alarma entre individuos, pues las células gigantes han sido reportadas únicamente en renacuajos que tienen comportamientos gregarios y que responden a señales de alarmas en conjunto ante la presencia de depredadores (Regueira et al., 2016). 
En cuanto a la disposición de las glándulas en el cuerpo, se presume que la mayoría de estas se localicen en la región dorsal para protección, pues es por dicha región por donde se dan la mayoría de los ataques de los depredadores (Toledo & Jared, 1995) indiferentemente si es la parte anterior o posterior del animal. La información encontrada en la especie en estudio concuerda con lo reportado para R. bergi (Olea et al., 2019), R. ornata (Felsemburgh et al., 2009), S. regularis (Sayed et al., 2015) y Anaxyrus americanus (McCallion, 1956), donde las glándulas granulares están mayormente en el dorso durante la etapa de metamorfo. 
Lo anterior se explica porque una vez que los individuos de esta especie alcanzan la etapa de metamorfo, adquieren una vida terrestre, por lo que los depredadores atacan por la región dorsal o lateral, donde se encuentran las glándulas parotoides. Por otro lado, en anfibios que poseen una vida principalmente acuática, inclusive cuando son adultos, la distribución de las glándulas es igual, tanto en la región ventral, como en la dorsal, pues los depredadores pueden atacar desde varios ángulos (Garton & Mushinsky, 1979). Además, en la especie R. horribilis se ha encontrado mayor permeabilidad en la región dorsal de su cuerpo, en comparación con la ventral, durante la etapa de adulto (Llewelyn et al., 2019), lo que puede estar relacionado con la hidratación que le permiten las glándulas mucosas que se encuentran en dicha región. 
En cuanto a las tinciones de las sustancias con diferente naturaleza bioquímica, en este estudio se evidenció, por primera vez, que durante las etapas de renacuajo tardío y metamorfo, los individuos de la especie R. horribilis ya almacenan en las glándulas granulares contenido lipídico, proteico y mucoso. Esta información es contraria a la generada para R. arenarum, pues para dicha especie está descrito que las glándulas almacenan sustancias hasta que la cola está completamente absorbida (Regueira et al., 2016) y durante la etapa de renacuajo tardío (estadios del 37 al 41 (Gosner, 1960)) los individuos todavía poseen cola y aún no tienen sus extremidades anteriores. 
Los resultados indican que a pesar de que los metamorfos tengan más cantidad de glándulas, la proporción de estas con sustancias lipídicas, proteicas y mucosas son similares a la etapa anterior. A raíz de esto se puede inferir que los individuos tienen la capacidad de producir y almacenar sustancias en las glándulas una vez que estas tengan el “syncytium” completamente desarrollado, sin importar en la etapa en la que se encuentren.  En este estudio se identificaron las primeras glándulas con un “syncytium” debidamente formado en R. horribilis durante la etapa de renacuajo tardío, independientemente si eran granulares o mucosas, lo cual coincidió con la especie S. regularis (Sayed et al., 2015). Pero es interesante que en los estudios ontogénicos para las especies Anaxyrus boreas (Hayes & Gill, 1995), R. granulosa (Chammas et al., 2014) y R. bergi (Olea et al., 2019), la aparición de las glándulas de ambos tipos (granular y mucosa) se reportan hasta en la etapa de metamorfo. 
Cabe destacar, que los diferentes tintes que se utilizaron no detectan la toxicidad de las sustancias (Ross & Pawlina, 2006). Sin embargo, se analizaron las estructuras que se encargan de almacenar sustancias tóxicas: glándulas granulares (Regueira et al., 2016), con el fin de generar información base acerca de la presencia de sustancias químicas defensivas en las diferentes etapas de desarrollo. A partir de esto, y tomando en cuenta que dichas sustancias tienen efectos perjudiciales en los depredadores (Hayes et al., 2009), se puede afirmar que los estadios larvales de esta especie son igual de importantes que la etapa adulto en el momento de tomar medidas para reducir los efectos que ha tenido la especie sobre la fauna nativa en zonas donde ha logrado colonizar.
La información reportada anteriormente se debe tomar en consideración junto con la generada en este estudio, pues puede indicar que R. horribilis es una especie que está produciendo sustancias químicas defensivas antes que otras especies, lo que se relaciona con su éxito de supervivencia y fácil adaptación en diferentes ecosistemas durante la etapa larval. Conocer dicho dato es importante y funciona como base para las diferentes estrategias de manejo posibles de R. horribilis porque, si bien los adultos son altamente tóxicos, se debe tomar en cuenta, de manera integral, la etapa larval como motivo del éxito de supervivencia de la especie y la reducción de fauna nativa.
En casos anteriores de reducción de plagas se han tomado con mayor importancia los estadios larvales de las especies. Ejemplo de esto es el caso del mosquito Anopheles sp., el cual actúa como vector de enfermedades. Para este se decidió enfocar el esfuerzo de erradicación en la etapa larval, pues se pusieron a prueba diferentes depredadores para indagar cuál era más eficiente consumiendo las larvas; asimismo, las campañas de educación hacia las personas en torno a la contención de la expansión de esta especie se enfocaban en eliminar criaderos en lugar de alentar a eliminar a los individuos en la etapa adulta (Bucciarelli et al., 2018). Esto demuestra la funcional alternativa de cambiar la mayoría de los esfuerzos de manejo en la etapa larval de R. horribilis, siendo parte de esta la más vulnerable ante la depredación según los resultados obtenidos de este estudio.
Además, un proceso evolutivo llamado heterocronía, definido como un ajuste en el cronograma de desarrollo relativo a las especies ancestrales, podría llevar a que los animales que inician la síntesis y almacenamiento de toxinas en un estadio ontogénico más temprano sean capaces de producir más de cantidad o diversidad de ellas en su etapa juvenil y adulta, en comparación con otras especies del mismo clado (Alberch et al., 1979; Stynoski et al., 2020). Este proceso heterocrónico del desarrollo adelantado ha estimulado la aparición de rasgos novedosos en diferentes grupos taxonómicos de organismos (Pottin et al., 2011; Wang et al., 2017), y podría influir en la evolución de las defensas químicas de los bufónidos y en R. horribilis, una especie internacionalmente invasora.
En el estudio de Gunzburger y Travis (2005), se estableció que los huevos y los individuos recién eclosionados en los anuros son rechazados por los depredadores debido a la presencia de toxinas que deposita la madre durante la ovoposición. Los huevos tienen dentro sustancias químicas defensivas que provocan daños en los depredadores; cuando dichos huevos eclosionan, se sospecha que los individuos todavía tienen remanentes de dichas toxinas, lo cual produce la evasión por parte de los depredadores, permitiendo una mayor supervivencia (Hayes et al., 2009). Asimismo, se ha establecido que las etapas con picos de presencia de bufadienólidos y picos de rechazo por parte de los depredadores se dan en las etapas cercanas a la metamorfosis (Brodie et al., 1978). Los resultados de este estudio coinciden con lo reportado, pues los individuos poseen glándulas en etapas cercanas a la metamorfosis y, además, almacenan sustancias dentro de ellas, lo cual podrían funcionar como defensa antidepredatoria.
En la última etapa estudiada (metamorfo) no se evidencia que las glándulas posean un ducto hacia el exterior, lo que sugiere que los individuos que se encuentran en esta etapa, aún no son capaces de expulsar estas sustancias al exterior. Sin embargo, se ha visto que los depredadores evitan a los renacuajos cuando ya están alcanzando la metamorfosis (Gunzburger & Travis, 2005). Lo que sugiere que, al ser consumidos posiblemente tienen mal sabor o son perjudiciales para los depredadores.
En este estudio se encontró para R. horribilis que las tinciones de las sustancias lipídicas daban positivo cuando el borde de la glándula se teñía con colores fuertes, mientras que para las sustancias proteicas y mucosas las glándulas positivas eran las que se teñían en el interior. Esto concuerda con lo encontrado para R. marina en la etapa de adulto, donde se estableció que los esteroides, con naturaleza lipídica, se localizan en la periferia de la glándula y que los alcaloides, que son de naturaleza proteica, se localizan dentro de las glándulas (Mailho-Fontana et al., 2020).
	Según la comparación de los procesos de desarrollo de la piel morfológicos y bioquímicos con otras especies de la familia Bufonidae, se percibió que es más común realizar estudios con solo una etapa de desarrollo, pues solamente cinco estudios de 16 realizaron comparaciones entre estadios. Debido la diferencia de las metodologías y de las etapas de renacuajo analizadas, los rasgos descritos en la revisión bibliográfica no necesariamente iniciaron en el estadio indicado, pues cabe la posibilidad de que se encuentren en el individuo desde antes. Ejemplo de esto es el caso de la especie Sclerophrys regularis, pues en 1970 se describe que es una especie que posee las glándulas granulares en la dermis durante la etapa de adulto (Kramer, 1970), sin embargo, es hasta 45 años después que se indica que esta característica se evidencia desde su etapa larval (Sayed et al., 2015).
En cuanto a la comparación de las características morfológicas de la piel es notorio que todas las características siguen un patrón parecido en todas las especies, lo que sugiere que son rasgos conservados en el grupo de bufónidos. Sin embargo, sí existen diferencias interespecíficas como lo es el caso de Rhinella granulosa (Chammas et al., 2014), donde las glándulas en desarrollo aparecen a partir del estadio 31, el cual pertenece a la etapa de renacuajo temprano. En cambio, en este estudio se analizaron renacuajos de R. horribilis en el estadio 35 y no se observaron glándulas en desarrollo, sino hasta el estadio 40. Por otro lado, la comparación de las características bioquímicas glandulares y celulares pusieron en evidencia la poca información disponible de este tema en el grupo de los anuros en general. A pesar de que los componentes encontrados en los diversos estudios poseen potencial biotecnológico (Flores et al., 2010), es una rama que todavía tiene campos de información con vacíos por explorar. 
Con base en los pocos reportes disponibles y en los resultados del estudio actual, parece ser que R. horribilis es similar a las otras especies en cuanto al desarrollo morfológico, pero se diferencia bioquímicamente de ellas.  Sin embargo, la comparación entre especies no puede profundizarse debido a las diferencias metodológicas, al vacío de información y a la naturaleza esporádica de la información disponible en cuanto al desarrollo de glándulas en bufónidos. 
Actualmente, quedan abiertos diferentes campos de investigación para seguir aportando información acerca de la ontogenia de los bufónidos, con el fin de comprender su ecología química y tener información base del comportamiento de las toxinas en la naturaleza. De esta manera, se reconocerían las características morfológicas y bioquímicas que diferencian a R. horribilis de otras especies, dejando en claro las razones de su éxito de supervivencia y adaptación en zonas donde la especie es invasora. Esto es información clave para el manejo de la especie, pues se dejarían en claro los puntos vulnerables en el desarrollo de los individuos. Además, el punto de inicio de ciertas características, como la formación temprana de glándulas granulares con respecto a otras especies, puede ser de utilidad para algunas medidas de manejo a nivel genético que han sido propuestas, pero no ejecutadas. Por ejemplo, el uso de la técnica CRISPR/Cas9, la cual permite realizar deleciones en secuencias genómicas (Tingley et al., 2017); sabiendo el estadio en el que surgen la formación de glándulas y almacenamiento de sustancias, se podría identificar los genes que llevan a la biosíntesis de los venenos y proceder a eliminar o alterar la secuencia de algunos para interrumpir la formación de las toxinas que perjudican a la fauna simpátrica.
Por otro lado, es evidente que la mayoría de estudios, principalmente bioquímicos, se restringen al uso de individuos que se encuentran en la etapa de adulto, por lo que la información en las etapas larvales de estos animales es escasa. Como resultado, se debe instar a las futuras investigaciones a involucrar de mayor manera a dichos estadios, con el fin de generar más información. 
	Así mismo sucede con los estudios histológicos, pues el uso de individuos adultos prevalece sobre el de estadios larvales. Sin embargo, sí existen estudios donde se utiliza la espectrometría de masas para indicar la cantidad de bufadienólidos que existe en diferentes estadios (Hayes et al., 2009), pero sin indicar dónde se almacenan dichas sustancias. Además existen también de estos estudios realizados en varios adultos de bufónidos con el fin de realizar comparaciones entre especies (Sciani et al., 2013). Sin embargo, ya es un hecho que los adultos poseen sustancias químicas defensivas. Por lo que es evidente la escasa información de ecología química a lo largo del desarrollo en esta familia en general y, específicamente, en R. horribilis especie de la cual es importante conocerla debido al potente efecto del veneno en la naturaleza.
Es necesario comprender que las características fenotípicas de los individuos que se estudiaron poseen importante plasticidad. Por ejemplo, la variación de las características en la piel de los anuros, como el grosor de las capas, usualmente es un reflejo de su adaptación en el ambiente (Zainudin et al., 2018), pues puede cambiar con la altitud en la que se encuentran (Yang et al., 2019). Además, se ha reportado que algunos bufónidos poseen capas de la piel más delgadas en las zonas donde es invasor, debido a que son menos sedentarios en comparación donde es una especie nativa (Kosmala et al., 2020).
 	Por otro lado, la variación en la producción de sustancias químicas defensivas es también una característica que presenta plasticidad, por ejemplo, en la especie R. guttatus la calidad de la alimentación tiene una relación directa con la producción de alcaloides, pero no con la cantidad de esteroides  (de Souza et al., 2020).  Asimismo, el estrés que se genera al verse en amenaza con la presencia de depredadores (Hettyey et al., 2019), si la competencia es alta en el ambiente (Bókony, Üveges, et al., 2017), si hay exceso de urbanización (Bókony et al., 2019) o plaguicidas en el ambiente (Bókony, Mikó, et al., 2017) provoca que los animales de esta familia sinteticen mayor cantidad de toxinas o incluso, que aumente el nivel de toxicidad de las mismas. A pesar de que en este estudio los animales fueron criados en condiciones controladas, la información generada se puede comparar en el futuro con animales expuestos a diferentes tratamientos; y así, evaluar los cambios antes, durante y después de la metamorfosis. De esta manera, se podrían determinar cuáles factores tienen más impacto en la toxicidad de esta especie, la cual posee un alto potencial de invadir nuevos ecosistemas y perjudicar a las comunidades ecológicas nativas.
A partir de este estudio, se comprende que las sustancias tóxicas presentes en R. horribilis, particularmente las sustancias lipídicas (más tóxicas para competidores y depredadores nativos), surgen a partir del estadio 36, el cual es un punto más temprano que el momento indicado para otras especies de este clado taxonómico. Esta nueva información indica que, si se tomaran acciones para el manejo de la especie en el proceso de extensión del rango local y global, lo más funcional sería aplicar pasos de control de los individuos antes de dicho punto en su desarrollo para moderar las poblaciones fuera de su rango geográfico histórico. De esta manera, se reflejaría una menor afectación por parte de los venenos en la supervivencia de las especies nativas, especialmente las acuáticas. Además, es un punto en el que los individuos son más vulnerables y gregarios, por lo tanto, se puede abarcar más cantidad de población en comparación a cuando son adultos y se dispersan en el espacio terrestre.
6. [bookmark: _Toc53484943]Conclusiones

En este estudio se describió el proceso de desarrollo de las glándulas granulares en la especie Rhinella horribilis [=marina]. Según los resultados, se estableció que las glándulas en esta especie empiezan a formarse entre el estadio 36 y 40 (Gosner, 1960), perteneciente a la etapa de renacuajo tardío. Asimismo, es en esa misma etapa que los individuos empiezan a almacenar sustancias de naturaleza lipídica, proteica y mucosa en las glándulas granulares.
Según los resultados de este estudio y la comparación con otros realizados, se puede afirmar que la etapa de renacuajo temprano es donde los individuos poseen menor cantidad de remanentes de toxinas de los huevos, no producen glándulas todavía y, por ende, tampoco almacenan sustancias químicas defensivas. Por tanto, la etapa de renacuajo temprano se puede considerar como la etapa más vulnerable de la especie, pues es también donde se reporta más depredación (Gunzburger & Travis, 2005). Sin embargo, es importante recalcar que en esta etapa los organismos cuentan con células gigantes, las cuales es necesario investigar más para saber, con certeza, cuál es su función; ya que una vez que en los individuos se empiezan a formar glándulas, las células gigantes desaparecen.  
Las propuestas de diversas medidas de manejo para esta especie invasora se basan en tres puntos: disminución de la población, contención de la expansión de la especie y la mitigación de impacto a la biodiversidad (Tingley et al., 2017). Por lo tanto, dependiendo del enfoque que se le dé al manejo con base en los tres puntos descritos, es en la etapa más vulnerable a la depredación de esta especie donde se podrían aplicar medidas de manejo con el fin de interrumpir el crecimiento o frenar la expansión de ciertas poblaciones de esta especie. Por ejemplo, aumentar la población de depredadores de renacuajos por medio de la manipulación de los atributos del hábitat (Bucciarelli et al., 2018; Tingley et al., 2017) para que depreden a los individuos en las etapas menos tóxicas. 
Toda la información generada hasta ahora, hace más comprensible la fácil adaptación y supervivencia de R. horribilis a los diversos ecosistemas a la cual ha estado enfrentada. Es una especie que se reproduce mínimo dos veces al año y coloca más de 35 000 huevos en una sola puesta (Shanmuganathan et al., 2010). La alta toxicidad de las sustancias que produce reduce poblaciones de invertebrados en charcas (Greenlees & Shine, 2011) e inhiben el desarrollo de otras especies de anuros si están en el mismo lugar (Greenlees et al., 2007), con lo cual disminuyen la competencia por los recursos. Otra ventaja de las sustancias secretadas es que reducen o elimina la proliferación de ciertos patógenos en su piel (Conlon et al., 2014; Davis et al., 2016). 
Si bien es cierto, en Costa Rica R. horribilis no es una especie declarada como un problema, sin embargo, ante las perturbaciones humanas, como fragmentación de hábitat y cambio climático que se está vivenciando en la actualidad, podría llegar a invadir sitios donde no es normal que se distribuya y afecte la fauna nativa. Esto debido a su fácil adaptación a los diferentes ecosistemas (Mccann et al., 2014), al desplazamiento altitudinal natural en los anuros ante efectos del cambio climático (Duan et al., 2016), al incremento acelerado de la urbanización, la cual produce que los individuos generen sustancias más tóxicas (Bókony et al., 2019); y, ahora, por lo descrito en este estudio, que funciona como información base: producción prematura de sustancias de origen lipídico, proteico y mucoso en las diferentes glándulas formadas en los tejidos de su piel, comparado a lo producido por otros bufónidos.
Actualmente, en Australia, donde esta especie es invasora, se está proponiendo darle un manejo a la especie con sus conespecíficos, pues se ha reportado canibalismo (Crossland & Shine, 2011). Esta propuesta trata de colocar pistas químicas de adultos en charcas con renacuajos para inhibir su propio crecimiento y reducir las poblaciones, pues eso fue posible en condiciones de laboratorio (McCann et al., 2020). Esto evidencia la clara fortaleza que tienen las toxinas secretadas para con la naturaleza, ya que estos individuos reducen sus poblaciones únicamente entre ellos mismos.
En el presente documento queda reflejada la escasez de información referente a la ecología química de las diferentes especies de anuros y, específicamente de la familia Bufonidae. La información que se utilizó para la revisión bibliográfica es un reflejo del poco muestreo que se realiza en este ámbito y no de la ontogenia verdadera de los animales. Por lo que son necesarios más estudios comparativos entre especies para tener en cuenta los atributos que poseen. 
Finalmente, este estudio es importante porque es el primero en detallar el desarrollo morfológico de las glándulas de R. horribilis y demostrar que, desde la etapa de renacuajo tardío, dicha especie tiene la capacidad de sintetizar y almacenar sustancias químicas defensivas. Además, ofrece un avance en el conocimiento del detalle y diversidad de especies representadas en el desarrollo comparativo de las estructuras relacionadas con la ecología química de los bufónidos como base para su uso en el futuro y potencial manejo de las especies tóxicas.
7. [bookmark: _Toc53484944]Recomendaciones

Para futuras investigaciones sería útil tener un nivel más preciso de detalle en la descripción de los cambios morfológicos de la piel. Por ello, se recomienda utilizar representantes de todos los estadios de desarrollo (Gosner, 1960). Esto quiere decir que se tendrían ejemplares desde la etapa de huevo, hasta la etapa de adulto, lo cual que permitiría comprender a profundidad los cambios que presenta Rhinella horribilis [=marina] en sus tejidos de la piel y a nivel glandular.
Además, es recomendable que, durante la etapa adulta, se tome en cuenta el sexo de los individuos y se indague acerca de un posible dimorfismo sexual. Esto porque se ha evidenciado que en los adultos de la especie R. marina, la distribución de las toxinas en el cuerpo es diferente en hembras y en machos a pesar de haber sido criado en condiciones exactamente iguales (Chen et al., 2017). De la misma manera, en individuos de la especie Litoria infrafrenata (Hylidae), presentaron diferencias entre sexos en la anatomía de la piel, principalmente en el grosor de las capas, donde los machos poseen menor grosor que las hembras (Vanburen et al., 2019). 
Una situación que dejó en claro esta investigación es que es importante contemplar en las futuras investigaciones diversidad de metodologías para evaluar las características bioquímicas de las sustancias presentes dentro de las glándulas. Son necesarios estudios de transcriptómica y proteómica para identificar el ARNm y las proteínas específicas que participan en los procesos de síntesis de dichas sustancias, con el uso posterior de inmunohistoquímica.  Esto es relevante, ya que es la información más escasa entorno a estas especies tóxicas. Además, identificar las propiedades bioquímicas de las sustancias permitirían realizar ensayos de toxicidad y comprender de mejor manera la letalidad de todos los componentes. Por otro lado, se han evidenciado varias funciones de estas toxinas en los individuos, que podrían ser aprovechadas, eventualmente, en aplicaciones biotecnológicas.
Finalmente, en esta ocasión, los renacuajos que se utilizaron fueron criados desde la etapa huevo, bajo condiciones de laboratorio, lo que quiere decir que todos los animales se alimentaban de lo mismo y con la misma frecuencia. Sería interesante replicar este estudio con renacuajos expuestos a diversos tipos de escenarios como depredadores, competencia o químicos en el agua y observar cómo responde el desarrollo de las glándulas ante estos eventos para compararlos entre sí. Esto con el fin de comprender si dichos factores tienen una influencia en la respuesta al desarrollo de las glándulas, y de esta manera generar un conocimiento más amplio e integral.
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9. Anexos

	Contraste 
	Estimado
	Error 
estándar 
	Grados de 
libertad
	Valor de t
	Valor de p
	Diferencias significativas

	M Dermis - RE Dermis
	93,42
	7,9870
	16
	11,696
	5,19E-08
	*

	M Dermis - RTa Dermis
	55,83
	7,9870
	16
	6,990
	0,000058
	*

	M Dermis - RTe Dermis
	71,57
	7,9870
	16
	8,961
	0,000002
	*

	M Dermis - M Epidermis
	30,09
	4,5250
	12
	6,650
	0,000441
	*

	M Dermis - RE Epidermis
	57,11
	7,9870
	16
	7,150
	0,000044
	*

	M Dermis - RTa Epidermis
	35,31
	7,9870
	16
	4,421
	0,007511
	*

	M Dermis - RTe Epidermis
	43,24
	7,9870
	16
	5,414
	0,001069
	*

	RE Dermis - RTa Dermis
	-37,59
	7,9870
	16
	-4,706
	0,004267
	*

	RE Dermis - RTe Dermis
	-21,85
	7,9870
	16
	-2,736
	0,179379
	

	RE Dermis - M Epidermis
	-63,33
	7,9870
	16
	-7,929
	0,000012
	

	RE Dermis - RE Epidermis
	-36,31
	4,5250
	12
	-8,025
	0,000071
	

	RE Dermis - RTa Epidermis
	-58,11
	7,9870
	16
	-7,276
	0,000035
	

	RE Dermis - RTe Epidermis
	-50,18
	7,9870
	16
	-6,283
	0,000207
	*

	RTa Dermis - RTe Dermis
	15,74
	7,9870
	16
	1,970
	0,527300
	

	RTa Dermis - M Epidermis
	-25,74
	7,9870
	16
	-3,223
	0,076468
	

	RTa Dermis - RE Epidermis
	1,28
	7,9870
	16
	0,160
	1,000000
	

	RTa Dermis - RTa Epidermis
	-20,52
	4,5250
	12
	-4,535
	0,011133
	*

	RTa Dermis - RTe Epidermis
	-12,59
	7,9870
	16
	-1,576
	0,757076
	

	RTe Dermis - M Epidermis
	-41,48
	7,9870
	16
	-5,193
	0,001640
	*

	RTe Dermis - RE Epidermis
	-14,46
	7,9870
	16
	-1,810
	0,622312
	

	RTe Dermis - RTa Epidermis
	-36,26
	7,9870
	16
	-4,540
	0,005933
	*

	RTe Dermis - RTe Epidermis
	-28,33
	4,5250
	12
	-6,261
	0,000770
	*

	M Epidermis - RE Epidermis
	27,02
	7,9870
	16
	3,383
	0,056804
	*

	M Epidermis - RTa Epidermis
	5,22
	7,9870
	16
	0,653
	0,997253
	

	M Epidermis - RTe Epidermis
	13,15
	7,9870
	16
	1,646
	0,718484
	

	RE Epidermis - RTa Epidermis
	-21,80
	7,9870
	16
	-2,729
	0,181338
	

	RE Epidermis - RTe Epidermis
	-13,87
	7,9870
	16
	-1,736
	0,666161
	

	RTa Epidermis - RTe Epidermis
	7,93
	7,9870
	16
	0,993
	0,969160
	


Anexo 1. Resultados de la prueba post-hoc realizada con el paquete “emmeans” para identificar la separación de las medias de las variables que tenían un efecto significativo en la diferencia del grosor de las capas de la piel de los renacuajos Rhinella horribilis [=marina].
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