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RESUMEN

Los ejemplares adultos de Bufo spinulosus presentan, dentro de su amplio rango
de distribucion, diferencias en sus patrones morfologicos, siendo un caso particular la
poblacién que habita en las aguas termales de El Tatio, donde los adultos presentan un
tamafio menor. Este fenomeno natural permitié explorar los modelos planteados en la
literatura en relacidn con el efecto de las variables ambientales sobre los atributos de la
historia de vida de los anfibios, centrandose en la caracterizacion de los ambientes
donde se verifica el desarrollo larval y la respuesta de las larvas, en relacién con su
crecimiento, desarrollo, tasas metabdlicas y asimilaciéon, a las variaciones de
temperatura, densidad, dieta y origen geogrifico. Los resultados mostraron que la
principal diferencia de El Tatio radica que en este lugar no existe oscilacién térmica.
Las larvas de Bufo spinulosus se comportaron de acuerdo a lo descrito en la literatura en
relacion con el efecto de la densidad y dieta sobre el tamafio a la metamorfosis. Sin
embargo, el efecto e la temperatura sobre las tasas de desarrollo resulté ser el factor mas
relevante. Las larvas de El Tatio alcanzaron tamafios a la metamorfosis mayores bajo un
régimen de temperatura semejante a las condiciones naturales, diferencia que no pudo
ser explicada por el efecto de Ia localidad sobre su metabolismo y su capacidad de
asimilacion, sino mas bien, por la probable adecuacién de las larvas de esta localidad a
las particulares condiciones de su habitat. El que los adultos de El Tatio sean de menor
tamafio y los postmetamorficos sean mas grandes, comparados con otras poblaciones,
no se ajusta a los modelos planteados para los ciclos de vida de los anfibios. Es probable

que este fendmeno se relacione con la vida mas acudtica de los adultos de esta localidad.
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ABSTRACT

Adult Bufo spinulosus specimens present in their wide range of distribution,
differences in morphological patterns. A particular case is seen in the population
inhabiting the thermal waters of El Tatio, where adult individuals present a
comparatively smaller size. This natural phenomenon allowed us to explore models
proposed in the literature, in relation to the effects of ambiental variables on the
characteristics of the amphibian life history, centering our interest on the peculiarities of
the environments where the larval development occurs, and on the tadpole’s response in
relation to their growth, development, metabolic rates and assimilation, to variations of
temperature, density, diet, and geographic origin. Results showed that the main
difference found in El Tatio was the lack of thermal oscillations in this place. Bufo
spinulosus tadpoles behaved according to the described in the literature in relation to
the effects of density and diet on the metamorphic size. Nevertheless, the temperature
effect on the development rates was the most relevant finding. El Tatio tadpoles reach
larger metamorphic sizes under a temperature regime similar to the prevailing natural
conditions. These results were not explained by the geographic effects on the metabolic
rate and assimilation capability, but mostly on the probable tadpoles adaptation to the
particular conditions of their habitat. The fact that El Tatio adults are of smaller size
than those of other localities, while the postmetamorphic were comparatively larger,
does not adjust to models describing life cycles in amphibian species. It is probable that

this phenomenon may be related to the largely aquatic life of the adults in this locality
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1 INTRODUCCION

Uno de los aspectos mas relevantes de la historia de vida de las especies es su
tamafio corporal, debido a su reconocido efecto sobre variables como el metabolismo,
relaciones depredador-presa, fecundidad y num'erosos otros aspectos fisiologicos y
ecoldgicos. A pesar de su importancia en la historia de vida de un organismo y ser uno
de los atributos mas comtunmente medidos de las especies, los factores que lo
influencian, a escala evolutiva y ontogenética, permanecen pobremente entendidos
(Peters 1983, Van Voorhies 1996).

El tamafio corporal puede ser directamente seleccionado como un cardcter
adaptativo por una variedad de factores ambientes, incluidos, entre otros, temperatura,
humedad, héabitat, disponibilidad de alimento, competencia y enfermedades. Su
importancia relativa debe ser evaluada en cada caso debido a que ninguno de ellos es
universal (Nevo 1973).

Los ectotermos son organismos que en sus comienzos fueron considerados
totalmente dependientes de la temperatura ambiental. Como tales, sus funciones
corporales debian seguir el patrén impuesto por la temperatura ambiente. El avance de las
investigaciones mostraron que esta primera apreciacion era bastante incompleta, pues a
pesar de que efectivamente no pueden generar suficiente calor para mantener una
temperatura corporal estable, este tipo de organismos se las arregla para mantener
relativamente constante su temperatura corporal por ciertos periodos de tiempo y,
ademds, subsistir en los ambientes que a priori debieran considerarse como altamente

inadecuados para ellos (Schmidt-Nielsen 1997). En la actualidad, se conoce que los
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anfibios estdn presentes en un amplio espectro de ambientes térmicos, algunos de los
cuales son extremadamente exigentes para los ectotermos. Un ejemplo tipico lo
constituyen los anfibios que habitan en ambientes de altitud, grupo que por si solo ha
constituido una interesante fuente de investigaciones con respecto a su desarrollo y
biologia térmica (Navas 1996, Navas 1997).

Para los ectotermos, la temperatura ambiental ha sido identificada como uno de
los factores més relevantes sobre la etapa del desarrollo huevo-larva, ya que en la medida
que esta aumenta, la larva que resulta es de tamafio menor. Aun cuando este no es un
fenémeno comin a todos los ectotermos (excepcion son los insectos), si lo seria para
todos los anfibios estudiados (Rev. en Atkinson 1994, 1996). A su vez, éste efecto de la
temperatura en el desarrollo larval podria tener directa influencia sobre las caracteristicas
de los adultos, como lo es el tamafio corporal (Wilbur & Collins 1973, rev. en Bernardo
& Reagan-Wallin 2002). Por ejemplo, Berven (1990) siguié una poblacién de Rana
sylvatica durante siete afios y observo que el nimero de huevos depositados y el tamafio
corporal de los adultos estaba positivamente asociado con el tamafio a la metamorfosis.
Por ofra parte, Semlitsch et al. (1988) mostraron que para una poblacién de salamandras
habria un efecto directo entre el ambiente y el tamafio corporal, fecundidad, edad a la
primera reproduccion de los adultos. Debido a esto, es que s¢ ha postulado que los

\ factores que afectan el desarrollo larval pueden llegar a determinar algunas caracteristicas
}&?levantes de los adultos, como lo es su tamafio corporal y sus consecuencias en los
parérgetrg)'s. de la historia de vida (Dueliman y Trueb 1994, Wolf et al. 1998). De esta
forma, }eD\S pro\cgsos_ que ocurren durante el desarrollo larval han sido reconocidos como

A

relevantes Em\'la historia de vida de los individuos'de una poblacion, ya que ademas del

N\




mencionado efecto de la temperatura sobre el tamafio, es durante esta etapa cuando la
mortalidad y la seleccién a menudo son mayores (Rossiter 1996). Por lo tanto, el estudio
de la etapa del desarrollo de los anfibios puede resultar determinante para comprender las
historias de vida de las diferentes especies, o poblaciones de una especie enfrentadas a
distintos ambientes, entregando luces de las estrategias particulares de adaptacion en cada
localidad.

Dentro del desarrollo ontogenético, la primera etapa lo constituyen los huevos,
resultado del proceso de fecundacién, conformando el inicio de una nueva generacion. En
si mismos conforman un organismo que necesita inicialmente fundamentalmente de
oxigeno para su desarrollo (Schmidt-Nielsen 1997). Su velocidad de crecimiento, y
posteriormente la de las larvas, tiene directa relacion con los factores abioticos, siendo la
temperatura uno de los més relevantes. Los huevos de las especies de anuros que son
depositados en charcos de agua, como por gjemplo los de Bufo spinulosus (Cei 1962),
son de hecho organismos ectotermos acuaticos. Es decir, la temperatura a la que se
llevara a cabo el desarrollo, dependera esencialmente de la temperatura del agua que los
contiene y sus variaciones los afectaran directamente. En este contexto, los fendmenos de
adecuacién de las larvas a las variaciones en la temperatura pueden ser un factor
relevante para entender las distintas caracteristicas finalmente observadas en los Jjuveniles

y posteriormente en los adultos.
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Explicaciones Generales Propuestas al efecto de la temperatura sobre el tamaiio

corporal de los ectotermos.

Las explicaciones mds relevantes, postuladas en la literatura, para explicar el efecto

de la temperatura sobre el tamafio corporal que alcanzan los juveniles y adultos de los

ectotermos (Atkinson 1996) son:

a) “Explicacién de Von Bertalanffy”: el catabolismo aumenta mas que el anabolismo

con el aumento de la temperatura, dando por resultado que el tamafio que los
ejemplares pueden alcanzar es menor. Esta explicacion puede tener una interpretacion

contraria (Atkinson 1994), por lo que actualmente no es considerada relevante.

b) Restricciones en el crecimiento tardio: debido a que las restricciones sefialadas por

Von Bertalanffy sélo se harian efectivas en los estados finales de desarrollo de formas
juveniles y adultas; es decir, el incremento en el tamafio corporal asociado a un
incremento en la temperatura, permitiria evidenciar limitaciones fisiolégicas que

afectarian al crecimiento, por ejemplo la disponibilidad de alimento.

c) Agotamiento de recursos, explicacion que solo seria valida para organismos

sedentarios o en ambientes muy particulares, como las larvas de anfibios que viven en

pozas efimeras.

-d) Niveles criticos de recursos: ciertos recursos podrian Ilegar a ser limitantes en el

-
3,

Ry

desarrollo si en conjunto con el aumento de tamafio, el aumento de la temperatura

\\ influye en trasformar alguno en limitante del crecimiento. Por ejemplo, el oxigeno

\

puede llegar a ser un recurso limitante al aumentar el tamafio corporal v la

~ x

A% N .. , N
temperatura, al aumentar los requerimientos totales de oxigeno y disminuir su

disponﬂ}ﬂidad. Lo mismo puede ocurrir con la concentracidn de alimento.




e) Efecto de la temperatura sobre el tamafio celular, resultado de restricciones impuestas
por la mayor temperatura al crecimiento y divisién de las células, por lo que el efecto
sobre ] tamafio del organismo completo es solamente una respuesta correlacionada.

f) Mortalidad de los juveniles. Atkinson (1995, 1996), Sibly & Atkinson (1994) han
descrito que largos periodos de crecimiento incrementan el tamafio del organismo a la
edad de la primera reproduccion. Por el contrario, una alta mortalidad resultante de
las condiciones que experimentan los juveniles favorecerian el paso temprano a la
adultez, a expensas del tamafio a la edad de la primera reproduccién. Los factores que
pueden asociarse a un incremento en la mortalidad, asociados a la temperatura, son:

— Incremento de riesgo de predacion (o parasitismo) por parte de otros ectotermos
debido al que el aumento de la temperatura conlleva un aumento en los
requerimientos energéticos de los predadores y por ende de su tasa de alimentacion.

— Incremento del dafio tisular asociado a una alta tasa metabdlica consecuencia del

aumento de la temperatura.

~ Incremento del riesgo de deshidratacion o sequia (especies terrestres) como
consecuencia del aumento de la evaporacion consecuencia del aumento de la
temperatura.

— Limitacién del oxigeno disponible (especies acuaticas), debido a que la cantidad de

oxigeno disuelto disminuye con la temperatura, pudiendo llegar a ser un factor

limitante del crecimiento.




— Incremento del riesgo de pérdida de habitats en las especies acudticas, lo que
favoreceria un desarrollo mds rdpido, con tamafios menores a la metamorfosis
menores.

g) Restricciones en la duracién temporal del desarrollo impuestas por condiciones
ambientales al final de la temporada que obligan a acelerar el desarrollo, a expensas

del tamafio alcanzado en la maduracion.

Tamafio corporal en anfibios.

Los anfibios, como muchos organismos con ciclos de vida complejos, presentan
plasticidad en el tiempo que demoran en alcanzar la metamorfosis y en el tamafio que
alcanzan en ella (Wilburg 1980). La variacion en la edad y el tamafio a la metamorfosis,
puede estar asociado a diferencias en la sobrevivencia, habilidad para dispersarse, edad y
tamafio a la primera reproduccién y esfuerzo reproductivo, efectos que han sido descritos
para anuros (ver revisién en Twombly 1996). Debido a la importancia que adquiere el
entender los mecanismos que estdn involucrados en el control del tiempo requerido y el
tamafio alcanzado en la metamorfosis, es que se han desarrollado varios modelos para
explicar su relacién con el crecimiento y desarrotlo (ej. Wilburg & Collins 1973, Leips &
Travis 1994). De esta forma se han caracterizado un conjunto de factores, tanto bidticos
como abidticos, que puedan afectarlos. De estos, los mds relevantes son: la variabilidad
genética, la temperatura, la densidad de las larvas, la disponibilidad de E;Iimento, la
calided del mismo, la presencia de depredadores, la competencia y la disponibilidad de

s agua, entie otros (gj. Travis & Trexler 1986, Kupferberg 1997, Denver 1997, Beck 1997,

Newman 1998, Loman 2002).




Efecto de la temperatura en Bufo spinulosus
Bufo spinulosus WIEGMANN 1835 presenta una amplia distribucién geogréfica,
extendiéndose desde el altiplano Pert-Boliviano hasta la regién Central de Chile. Esta
especie habita desde el nivel del mar (zona de Arica) hasta regiones altiplanicas y andinas
(Cei 1962, Veloso y Navarro 1988). Su tolerancia fisiolégica al estrés hidrico, térmico e
hipoxia, y su capacidad de termoregulacién conductual le permiten alcanzar hasta los
4600 msnm. (Veloso et al. 1982, Ruiz et al. 1987, Ruiz et al. 1989, Sinsch 1989).
Asociado a este amplio rango de distribucion, esta especie presenta notables diferencias
morfométricas, tanto si se consideran gradientes altitudinales como latitudinales (Veloso

et al. 1982, Ruiz et al. 1989, Soto 2003).

Entre los distintos ambientes en que habita esta especie, la localidad de El Tatio
(4.320 msnm) es tinica por verificarse el desarrollo larval enteramente en aguas termales,
cuya temperatura puede alcanzar los 30°C. Los individuos de esta poblacién presentan
una piel mds suave y sin formaciones queratinosas, una coloracién mas obscura, una
reduccion del tamafio de las parétidas (Cei 1962) y un menor tamagio corporal, si se la
‘compara con poblaciones que habitan a menor altura y temperatura mas baja, (Nufiez et
al. 1982) o incluso con la poblacién de Parinacota que habita a una altura similar (4.450
‘\\msm\n) y presenta temperaturas promedio en el agua de 15 °C. Meéndez (datos no
\figgblicados) muestra que existe un gradiente latitudinal en el tamafio corporal (medido
con‘;‘(-)\ longitud antero-posterior), dentro del cual la poblacién de El Tatio representa
claram;nge una excepcion (Figura 1). El tamafio alcanzado por esta especie en la

localidad de'Parinacota, a una altura similar a la de El Tatio, permite descartarla como

s

l\l




factor relevante en la explicacion de las diferencias en el tamafio corporal. Por otra parte
existe la posibilidad de que las diferencias en los tamafios corporales observados sea
producto de que estariamos en presencia de poblaciones genéticamente diferentes. Sin
embargo, en la actualidad se conoce que no existe aislamiento reproductivo entre las
poblaciones de Bufo de El Tatio en relacién con sus vecinos mds cercanos (Soto 2003).
Se puede concluir que las explicaciones mas factibles para las diferencias de tamafios
observadas, se relacionan con el efecto de Ia temperatura del agua sobre los animales que
habitan en El Tatio, en comparacién con las otras localidades y/o diferencias latitudinales

entre localidades.
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Figura 1 Gradiente latitudinal del tamafio corporal de adultos de Bufo spinulosus,
en que se muestra que la poblacion que habita en EL Tatio representa
una excepcion (Méndez, datos no publicados).
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Por lo tanto, estamos en presencia de un fendmeno conocido, la disminucion del
tamafio corporal asociada al incremento de la temperatura. Podemos entonces revisar los
mecanismos que se han sefialado como los mas plausibles para explicarlo.

En relacion con la hipdtesis de Ia reduccién del crecimiento debido a la restriccion
en los recursos, se ha descrito que las poblaciones adultas que habitan a mayores altitudes
presentarian dietas mas herbivoras (Nufiez et al. 1982, Valencia et al. 1982). Esto permite
suponer que existe probablemente una restriccién en la ingesta de proteinas, lo que
redundaria en una menor tasa de crecimiento. Este fendmeno ha sido descrito para los
herbivoros acudticos (Mattson 1980) como lo serian las larvas de Bufo. Este efecto se
verfa potenciado debido al incremento que tendria sobre el metabolismo la mayor
temperatura a la que estdn sometidos la poblacién de El Tatio. Por lo tanto, uno de los
factores que necesariamente debe ser estudiado es la calidad de la dieta y su asimilacién
por parte de los organismos consumidores a un mismo estado de desarrollo y a diferentes
temperaturas.

En relacién con el incremento del dafio tisular y la limitacién en Ia disponibilidad de
oxigeno, es conocido que el oxigeno disuelto disminuye con la altura y con el aumento de
sales disueltas, ambos caracteristicas presentes en el caso de El Tatio. Una forma de
explorar experimentalmente estos mecanismos es estudiar el metabolismo de las larvas.
Se debera determinar si el metabolismo de las larvas se ve permanentemente afectado por
al aumento de la temperatura presente en El Tatio, fendmeno conocido como
compensacion parcial o no compensacion al cambio de Ia temperatura (Precht 1958,

citado enDavenport 1992). Por otra parte, estudiando la presién critica de oxigeno de las




s

11

poblaciones en estudio, en conjunto con el conocimiento de la disponibilidad real de

oxigeno disuelto para ellas, podremos determinar si el oxigeno es limitante.

Las restricciones en el tiempo disponible no aparecen relevantes para el caso de El
Tatio, debido a que estas aguas termales estarian a una temperatura constante todo el afio,

hecho que deberd ser confirmado para descartar definitivamente este mecanismo.

Cualesquiera que sea el mecanismo que este actuando en el caso de los Bufo de El Tatio,
su accionar darfan por resultado individuos metamorfoseados de menor tamafio, lo que
deberia tener a su vez como consecuencia, ejemplares adultos méas pequefios (Berven

1990, Semlitsch et al.1988).

1.1 Hipoétesis

Sobre la base de los antecedentes enumerados anteriormente, se plantearon las

siguientes hipétesis para la presente tesis;

Hip. 1: En poblaciones de Bufo spinulosus que habitan a una altura similar, pero en
distintas latitudes y condiciones, las diferencias en el tamafio corporal de los individuos
metamorfoseados y adultos son el resultado de diferencias en la temperatura de desarrollo

embrionario y larvario.

\‘.\F[ip. 2: Estas diferencias en el desarrollo estarian mediadas por diferencias en las tasas

) : :
metabdlicas a largo plazo y a balances energéticos en etapas premetamoérficas.
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1.2 Objetivo General

El objetivo general de la presente tesis fue caracterizar del desarrollo larval de
distintas poblaciones Bufo spinulosus y los ambientes en que se verifica su desarrollo
larval a lo largo de su rango de distribucion. Esta caracterizacion necesariamente debe
incluir la respuesta de las larvas a las variaciones de las condiciones ambientales,

particularmente temperatura del agua y dieta.
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2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Localidades Estudiadas

Las localidades estudiadas se pueden observar graficamente en la Figura 2 y

corresponden a:

1) Zapahuira, un arroyo cordillerano ubicado a 3281 msnm en la I regién (18° 31°14.4”°S;
70°10° 29.6°° W)

2) Chusmiza una quebrada con agua corriente ubicada a 3213 msnm en la I regién
(19°40°45.2S; 69°10° 52.6”W),

3) El Tatio, ubicado a 4.264 msnm en II Region (22°20°22.8”S 68°01° 06.3”W),
corresponde a un estero de aguas termales.

4) Quebrada Chita, ubicado a 3.741 msnm en la IT Region (22°25°04.3”S 68°10°28.3”
W), corresponde a una poza permanente alimentada por escurrimientos superficiales
de agua.

5) Rio Vilama, ubicado a 2.579 msnm en la II region (22°52°01.4” S 68° 10° 56.6” W),
corresponde a pozas al borde de la corriente del nacimiento del rio.

6) Caspana, ubicado a 3.245 msnm en la II region, corresponde a un estero que discurre
por el fondo de una quebrada.

7) Farellones, ubicado a 2.331 msnm, en la zona central (33°21°002 70° 18’ 59.4” W),
corresponde a un arroyo cordillerano que discurre por una planicie de exposicién

poniente,




14

No todas estas localidades fueron utilizadas para todos los experimentos y
determinaciones por razones logisticas, por tanto para cada experimento o determinacion

se detallan las poblaciones utilizadas.

Chusmiza, Zapahuira

¢« Pacifico

Tatio, Chita, Vilama, Caspana

Farellones

Figura 2. Mapa que muestra las localidades estudiadas
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2.2 Caracterizacién de los ambientes de desarrollo y preferencia térmica de las
larvas de Bufo spinulosus.

Durante los afios 2001 y 2002 las localidades El Tatio, Chita, Vilama y Farellones
fueron visitadas durante primavera y verano. En estas visitas se determiné la temperatura
del agua alrededor de medio dia, con una precisién de 0,1 °C, el pH, la concentracién de
oxigeno disuelto y la conductividad utilizando un equipo WTW multisensor, en lugares
fijos que fueron visitados en cada oportunidad. Para las localidades de El Tatio y Chita se
determiné la temperatura durante el invierno. En las visitas efectuadas durante el afio
2002 a las localidades de El Tatio, Quebrada Chita, Farellones y Caspana, se procedio a
determinar la temperatura durante el dia (alrededor de las 12:00 hrs.) y la noche (como
minimo 3 horas luego de la puesta de sol). Finalmente, para estas mismas cuatro
localidades, se procedié a medir la temperatura en un mismo sector, en los lugares donde
habia presencia de larvas (generalmente los bordes de los cursos de agua o pozas) y en
los lugares cercanos donde no habia larvas (generalmente a no méas de 20 cm del punto
inicial). Para comparar los resultados solo se utilizaron aquellos datos que fueron

medidos en estaciones equivalentes.

2.3 Determinacién del metabolismo

Las larvas recolectadas en las localidades de Zapahuira, Tatio, Chita, Caspana y
Farellones fueron trasladadas al laboratorio en bolsas plasticas herméticas y mantenidas
en un camara de temperatura constante (15 + 1 °C) en cajas plasticas con un volumen de
agua de 4 1 y aireacion constante, con una alimentacién a base de lechuga hervida. Luego

de una semana, muestras al azar de cada colecta fueron trasladadas a cajas plasticas con
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un volumen de agua de 600 ml y con una densidad de aproximadamente 15 individuos
por caja. Para cada localidad, se mantuvo una caja a la temperatura ambiente de la camara
15+1°Cyotraa 25+ 1°C al hacerlas flotar en un estanque en el que se mantuvo una
temperatura mayor mediante el uso de un calefactor de inmersion eléctrico. La
temperatura de este estanque fue regulada de tal forma de lograr que el agua contenida en
las cajas que flotaban se mantuviera alrededor de los 25 °C. Luego de tres semanas, se
midié la tasa metabdlica de cada larva mediante yn sistema de circuito cerrado,
consistente en una cdmara de vidrio de un volumen méximo de 1,8 mi, en la que se
inserta un electrodo Strathkelvin (modelo 1302) conectado a un oxigenémetro
Strathkelvin modelo 781b. Las larvas dejaron de alimentarse 24 horas antes de las
mediciones, para minimizar el efecto de la Acciéon Dindmica Especifica en las
determinaciones. Luego de poner la larva se esper6 un tiempo de entre 10 a 20 minutos,
hasta que la larva se mantenia quieta en la cdmara, o a lo menos presentara un patrén
minimo de actividad, cuando el ejemplar no se mantenia con una actividad baja, se
descarto el registro. La larva se retiré de la cdmara al alcanzar el porcentaje de saturacién
de oxigeno un valor de alrededor de 30. La variacion en el tiempo del porcentaje de
saturacion de oxigeno presente en la camara se graficé mediante un registrador Asea
Brown Boveri Modelo SE 120. Durante las determinaciones la temperatura de la cémara
metabélica se mantuvo a 15 y 25 °C con una precisién de 0,1 °C. Posteriormente, se
determiné el peso hiimedo de cada larva, al ponerlas brevemente sobre papel secante y
luego pesarlas en una balanza precisién de 0,0001 g en la que se disponfa de un pequefio

recipiente con agua previamente pesado. La tasa metabélica de cada ejemplar fue




calculada sobre la base de la pendiente observada, considerando un valor de contenido de
oxigeno a 100 % de saturacion de 10,12 mg O2 1-1 para 15 °C y de 8,25 mg O2 1-1 para
25 °C (Green & Carritt 1967). Debido a que las larvas presentaban diferentes tamafios al
inicio del experimento y luego de dos semanas de aclimatacion a las dos temperaturas, se

corrigié la tasa metabélica para un peso de 0,1 g usando la siguiente ecuacion:

V02(0,1)=V02(1)*(0,1 / MC(1))b

Donde VO2(0,1) = metabolismo de una larva de 0,1 g, VO2(1) = metabolismo de
una larva de peso MC(1), y b es el exponente de la relacion alométrica entre metabolismo
y masa corporal (MC) para cada localidad y temperatura. Dado que durante las
mediciones, las larvas presentaron un grado de actividad espontanea no evaluada, la tasa
obtenida corresponde a la Metabolismo de Rutina (Rome et al.1992). Un esquema que
resume la metodologia utilizada se observa en la Figura 3.

Durante las determinaciones de la Tasa Metabolica, se permitio que los valores de
porcentaje de saturacion de oxigeno alcanzaran el 30 % del valor a 100 % de saturacion,
registrandose para cada caso si existi6 un cambio agudo en la pendiente que representa la
Tasa Metabolica al disminuir el contendido de oxigeno al interior de la camara
metabolica.

) Para las localidades de Zapahuira y Chusmiza, no se pudo disponer de datos de

temperatura del agua. Sin embargo, s¢ utilizé informacion proveniente de la Direccion

General de Aguas recolectada por un periodo de nueve afios para localidades cercanas y a
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una altura similar: Rio Camarones en Esquifia (3000 msnm; temperatura méxima del
agua en verano (TMV): 23,5 °C, temperatura maxima en invierno (TMI): 5 °C; ubicada a
aproximadamente 50 kin al sur de Zapahuira, y Rio Camifia en Altura (2600 msnm;
TMV: 20 ° C; TMI: 8°C) ubicada a aproximadamente 60 km al norte de Chusmiza. Sin
embargo, esta informacién es solo ref;:rencial y nos permite solo tener una idea
aproximada del probable ambiente térmico de las larvas.

Rome et al. (1992) resume las principales dificultades que han presentado los
estudios de aclimatacion a la temperatura efectuados en anfibios. Entre estos la actividad
no controlada es uno de los més relevantes. Si bien en la presente tesis no se cuantificé la
actividad de las larvas a las diferentes temperaturas, se tomaron precauciones para
asegurar que sus niveles fueran comparables. La primera de ellas fue esperar un tiempo
luego de su manipulacién, hasta que la larva se mantenia la mayor parte del tiempo
quieta. Aquellas que no presentaron este patrén, fueron descartadas ya que sus registros
eran claramente distinguibles por los constantes cambios en la pendiente observada. Sélo
los registros que resultaron claramente lineales y de pendiente constante fueron
utilizados, los que correspondieron a las larvas de bajo nivel de actividad. La segunda, el
volumen reducido de la cdmara (0,8 a 1,2 ml) restringi6 las posibilidades de movimientos
de las larvas. Otro factor que ha invalidado algunos experimentos es el aumento
importante de las Tasas Metabdlicas a r;iz de la Accién Dinamica especifica. En el
presente estudio las larvas dejaron de alimentarse 24 horas antes de las mediciones, y
dado que el tiempo de retencion del alimento en las larvas oscila entre las 6 y las 18 horas

(Benavides, obs. per.), el tiempo sin alimento utilizado reduciria significativamente la

interferencia de la Accién Dindmica Especifica en las determinaciones.
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Efecto de la temperatura y origen
geografico sobre el metabolismo

Figura 3 Esquema de la metodologia utilizada para explorar el efecto de la
localidad geogréfica y la temperatura sobre el metabolismo de larvas de
Bufo spinulosus..
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2.4 Efecto de la procedencia geogrifica sobre el tamaiio a la metamorfosis

Para evaluar si existian diferencias en el tamafio a la metamorfosis entre
individuos provenientes de diferentes localidades a lo largo del rango de distribucién
latitudinal de esta especie, se dispusieron larvas provenientes de las localidades de
Chusmiza, Tatio, Chita y Farellones. Los individuos fueron dispuestos en recipientes
plasticos a una densidad de 5 ind/600ml, con tres réplicas para cada localidad,
alimentados con lechuga hervida y manteﬁidos a25+1 °C. Se escogio esta temperatura
dado que se aproxima a la temperatura preferida en el verano por las larvas en las
diferentes localidades estudiadas. Los valores de peso a la metamorfosis fueron
obtenidos pesando los individuos que alcanzaron el estado 46 de Gosner (1960) en una
balanza (precision: 0.001 g) luego de disponerlos brevemente sobre un papel absorbente
péra eliminar el exceso de agua adherida al ejemplar. No fue posible determinar la edad
para los individuos de todas las poblaciones, dado que las larvas provenientes de El
Tatio y Chita correspondieron a individuds recolectados en terreno. Todas las larvas al
comienzo del experimento presentaban estados de desarrollo similar: 21 al 23 de Gosner

(1960). Un esquema que resume la metodologia utilizada se observa en la Figura 4.
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Efecto del origen geogrifico y régimen
de temperatura

Figura 4 Esquema de la metodologla utilizada para explorar el efecto de la
localidad geografica y el régimen de temperatura sobre el tamafio que
alcanzan en la metamorfosis larvas de Bufo spinulosus.




2.5 [Efecto de la variacion de la temperatura sobre el tamafio a la metamorfosis.

Dado que es conocido que en los ambientes naturales en los que se desarrollan
las larvas de Bufo spinulosus, a excepcion de la localidad de El Tatio, la temperatura del
agua presenta una oscilacion diaria, se evalud el efecto sobre el tamafio a la
metamorfosis de dos regimenes de temperatura. a) un régimen de temperatura constante
de 25 £ 1 °C, (similar a El Tatio); b) un régimen de temperatura que vari6 entre los 15 y
25 °C (oscilaciones descritas para las otras localidades). Para ello, un conjunto de las
mismas larvas utilizadas en el experimento descrito en el parrafo anterior fueron
dispuestas en iguales condiciones de alimentacién y densidad, pero sometidas a un
régimen de temperatura variable de entre 15 y 25 °C, disponiendo las cajas con los
individuos semisumergidas en un estanque en que se hizo circular agua a 25 °C por un
lapso de 11 h al dia. Este estanque por estar ubicado a su vez en una cémara cuya
temperatura ambiente se mantenia a 15 °C, alcanzaba la temperatura esta temperatura
(15 °C) en un lapso de 3 horas una vez que la circulacién de agua a 25 °C era
interrumpida. De igual forma, a la mafiana siguiente, al comenzar la circulacién de agua
caliente, el estanque alcanzaba los 25 °C en aproximadamente 1 h. De esta forma, los
individuos estuvieron sujetos a un régimen de aproximadamente 10 horas al dia a 25 °C,
10 horas al dia a 15 °C. La oscilacién térmica a la que fueron sometidas fue coordinada
con el fotoperiodo, de tal forma que simulara las condiciones naturales de mayor

temperatura durante las horas de luz y menor en la oscuridad.
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2.6 Efecto de la temperatura y densidad sobre el tamaiio alcanzado en Ia
metamorfosis.

En abril de 2002 se recolectaron individuos adultos de Bufo spinulosus en la
localidad de Chusmiza (19°40°45,2”S, 69°10°52,6”W, 3213 mnsm), posteriormente
estos ejemplares fueron trasladados al laboratorio en Santiago. En este lugar se procedid
a efectuar una reproduccion artificial, inyectando las hembras con Gonadotropina
Coriénica Humana para forzar la postura de los huevos. A partir de esta postura, se
procedié a fecundarlos agregando macerado de testiculo obtenido de un macho. Los
huevos fecundados fueron mantenidos por 48 h a temperatura ambiente, luego de lo cual
fueron trasladados a un estanque de 5 I de capacidad con aireacién constante, el que
ubicado en una cdmara de temperatura constante (151 °C) con un fotoperiodo de
12L:120. Una vez que los huevos eclosionaron y alcanzaron el estado de desarrollo 21 —
22 Gosner (1960), fueron dispuestos en cajas plasticas con 600 ml de agua declorada,
con un disefio factorial para 4 densidades: 5, 15, 30 y 45; y dos temperaturas: 15 y 25°C.
El tratamiento de 25°C fue logrado ubicando las cajas semi sumergidas en un estanque
con un calefactor de inmersion. La temperatura de este estanque fue regulada de manera
que la temperatura del agua de las cajas con larvas fuera de 25 + 1 °C, lo fue controlado
permanentemente. Para cada tratamiento se dispusieron 4 réplicas. Las larvas fueron
alimentadas con lechuga hervida ad libitum. El agua y el alimento fueron renovados
totalmente cada 72 h. Se tuvo cuidado que en ninguna oportunidad las larvas
consumieran totalmente el alimento entre los cambios de agua, en caso de ser necesario
se agrego alimento entre periodos de cambio de agua. En cada renovacitn de agua las

cajas fueron reubicadas al azar para minimizar el posible efecto su ubicacién en el
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régimen térmico de ellas. Cuando las larvas alcanzaron el estado de desarrollo 45 de
Gosner fueron retiradas y ubicadas en pequefias cajas con papel absorbente hiimedo a fin
de prevenir la desecacién. Una vez que las larvas reabsorbieron totalmente la cola
(Estado 46 de Gosner 1960) fueron pesadas en una balanza con precisién 0,0001 g luego
de disponerlas brevemente sobre un papel absorbente, para evitar el efecto del exceso de
agua adherida al ejemplar. Dado que se conoce la fecha en la cual los huevos fueron
fecundados, es posible determinar el tiempo que demoran en alcanzar la metamorfosis
(Edad) y calcular la tasa promedio de crecimiento diario como el peso en mg dividido

por la Edad.

2.7 Efecto de la dieta sobre el tamaiio alcanzado en la metamorfosis.

Incluir en el disefio anterior el efecto de dos dietas distintas, habria significado,
para un disefio factorial completo, la necesidad de disponer de 72 tratamientos con 216
cajas (suponiendo 3 réplicas por cada tratamiento), lo que hacia extremadamente dificil
su manejo y control. Ademas, el niimero de larvas requeridas (1.520) resultan poco
probable de obtener a partir de una sola postura. Debido a ello, para verificar el efecto de
la dieta, se utiliz6 la densidad 15 ind/600ml a las dos temperaturas indicadas
anteriormente. Las dos dietas utilizadas consistieron en lechuga hervida, considerada
una dieta pobre (DP), y otra dieta consistente en alimento para peces herbivoros
elaborado sobre la base de la microalga espirulina (Wardley spirulina plus), considerada
una dieta rica (DR). Para cada tratamiento de dieta y temperatura (a densidad 15 ind/600

ml) fueron dispuestas cuatro réplicas.
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Para corroborar la diferencia en la calidad de las dietas usadas se determiné el
contenido de energia y nitrgeno total organico de muestras secas de ambos alimentos,
resultando mayor el contenido de energia y nitrogeno total organico en la DR que en la

DP (3.164 versus 2.171 cal/g y 47,53 versus 22,28 pug/mg respectivamente).

2.8 [Efecto de la localidad sobre la respuesta a la dieta.

Para evaluar la variabilidad en la respuesta a la dieta entre individuos
provenientes de dos poblaciones distintas, se monté un experimento a densidad 15
ind/600ml y 25 °C, alimentados con DP y DR, con larvas provenientes de la localidad de
Farellones, ubicada en la zona central de Chile, obtenidas a partir de fecundacién natural
lograda con individuos adultos recolectados en amplexo. El experimento se desarrollé de
igual forma que el descrito anteriormente, a fin de obtener el peso y la edad de los

individuos a la metamorfosis.

2.9 Calidad del agua en las cajas experimentales

Durante el desarrollo de los experimentos se midié el pH, contenido de oxigeno

disuelto y conductividad del agua de las cajas experimentales.

2.10 Efecto de dieta, temperatura y localidad sobre tasa de asimilacién.

Larvas de Bufo spinulosus provenientes de 4 diferentes localidades, Chusmiza,
Tatio, Chita y Farellones fueron mantenidas en condiciones de laboratorio a dos
temperaturas 15 + 1y 25 + 1 °C. Las larvas fueron alimentadas con lechuga hervida ad

libitum en condiciones de densidad similares (15 ind/600 ml) y fotoperiodo constante
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(12L:120). Las larvas de Chusmiza y Farellones correspondieron a un conjunto de las
larvas hermanas completas. Subconjuntos tomados al azar de 15 larvas de ambas
temperaturas de cultivo, en estado de desarrollo similar, Gosner 23 al 25 (1960), fueron
ubicadas en recipientes con 600 ml de agua alimentadas con dos dietas artificiales: la
dieta pobre (DP) correspondié a lechuga hervida y la dieta rica (DR) correspondi6 a
alimento para peces elaborado sobre la base de la microalga espirulina (Wardley
Spirulina Plus). Para cada tratamiento de dieta — localidad — temperatura de dispuso de 3
replicas. Transcurridas dos semanas, cada conjunto de larvas (replica) fue transferido a
un recipiente limpio con agua fresca sin alimento, en el que durante las siguientes una a
dos horas se recolecté mediante una pipeta pasteur las fecas producidas por el conjunto
de larvas, las que luego fueron centrifugadas a 2.500 rpm por 10 m. Las fecas
decantadas fueron transferidas a recipientes de papel aluminio, los que previamente
fueron quemados en una mufla a 550 °C por 4 horas y pesados con precision 0,0001 g,
para posteriormente ser secadas a peso constante en una estufa a 55 °C por 48 h.
Posteriormente cada recipiente de aluminio fue pesado para determinar la cantidad de
materia seca presente y quemados a 550 °C por 6 horas, luego de lo cual fueron
nuevamente pesados para determinar a cantidad de ceniza presente en cada muestra, de
tal forma de calcular el porcentaje de ceniza de cada muestra. El mismo procedimiento
de secado y quemado fue seguido con muestras de la DR y DP para determinar su
porcentaje de ceniza. Ademds, para los alimentos se determiné el contenido de energia
quemando muestras secas en una bomba calorimétrica PARR 1261 y la cantidad de

nitrégeno total mediante el método de Kjeldahl modificado por Muhlhauser & Soto
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(1987). La cantidad de energia fue expresada en KJ por peso seco libre de ceniza
(PSLC) al corregir los valores de energia obtenidos por la cantidad de ceniza. Fl
nitrégeno total fue expresado como pg/mg.

La eficiencia de asimilacién (EA), también llamada digestibilidad aparente, fue
calculada mediante la siguiente ecuacion (Montgomery & Gerking 1980):
EA = (% ceniza dieta - % ceniza fecas) * % ceniza dieta * 100,

Los valores para cada tratamiento fueron promediados y expresados como
porcentaje de eficiencia de asimilacién y su error estandar.

Para el andlisis estadistico de los resultados se utilizé6 un ANOVA de tres vias.
Los valores de eficiencia de asimilacion fueron transformados a Arcoseno [V (% / 100)]
para satisfacer el requerimiento de normalidad de los datos. La homogeneidad de las

varianzas fue probada mediante de test de Cochran (p> 0.2).

2.11 Andlisis estadistico

Los efectos de cada variable independiente sobre las variables medidas fueron
determinados mediante test d¢ ANOVA, seguido de un test a posteriori de Tukey.
Cuando fue necesario los resultados fueron transformados a logaritmo a fin de cumplir
con el supuesto de normalidad de los datos. La homogeneidad de las varianzas fue
probada mediante de test de Cochran (p> 0.2 para todos los casos). En todos los analisis
conducidos para los experimentos de crecimiento, fue incorporado como factor
independiente Caja (replica), sin embargo, en todos resulté no significativo (p> 0,3), lo

que comprobd que la aleatorizacion en la ubicacion de las cajas al interior de la camara
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y/o estanques fue eficiente en minimizar el error experimental asociado a diferencias en

las temperaturas de cada caja.

3 RESULTADOS

3.1 Caracterizacién de los ambientes de desarrollo y preferencia térmica de las
larvas de Bufo spinulosus.

La temperatura, pH, conductividad y contenido de O, son diferentes en cada
localidad, sin embargo no hay diferencias entre primavera y verano (Figura 5). Un
ANOVA de dos vias mostré que no hay diferencias entre primavera y verano, la que si
existio entre las localidades (Tabla 1). En cuanto a las temperaturas, el test de Tukey
indicé que El Tatio y Chita no resultan distintos, lo mismo que Vilama y Farellones. Si
bien, no fueron incorporadas a los andlisis efectuados, las localidades cercanas de Rio
Camarones (similar a Zapahuira) y Rio Camifia (similar a Chusmiza) éstas presentan
regimenes térmicos similares a los descritos para el resto de las localidades, con
temperaturas durante el verano que alcanzan los 23,5 °C y 5 °C en invierno. En cuanto al
pH y Conductividad, solo resultan comparables Vilama y Farellones. En cuanto a la
disponibilidad de oxigeno, solo Chita resulta ser diferente de las demas localidades.

Para todas las localidades estudiadas, a excepcién de El Tatio, existe una
oscilacion térmica importante entre el dia y la noche (Figura 6). Un ANOVA de dos vias
(Localidad y Hora: dia o noche) para la temperatura del agua, muestra que la localidad

(Faa0= 9522, p<0.01) y la Hora (Fu30= 777.04, p<0.01) ticnen efecto sobre la
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temperatura. La comparacion a posteriori mediante un test de Tukey muestra que sélo en
el caso de El Tatio no hubo diferencia entre el dia y Ia noche (Tabla 2).

En la localidad de El Tatio no existi6 diferencia entre las temperaturas medidas
en invierno y verano, la que resulté claramente distinta para la localidad de Chita (

Figura 7). Un ANOVA de dos vias para época y localidad mostraron que ambas
tienen efecto sobre la temperatura (F 1= 121.29, p< 0.001 y Fa,14= 811,12, p< 0.001
respectivamente). La comparacion a posteriori mediante un test de Tukey muestra que
para El Tatio no hay diferencia entre las temperaturas de invierno y verano y si para
Chita (Tabla 3).

Las larvas de Chita y Farellones prefieren claramente los ambientes con mayor
temperatura disponible, a excepcion de El Tatio donde la tendencia es inversa (Figura 8).
Dado que las observaciones de preferencias de temperaturas de las larvas no son
independientes entre si, en términos estadisticos, el efectuar una correlacién con
meétodos tradicionales, no garantizaba el cumplir con los supuestos de independencia
entre las observaciones. Por esta razon, se recurrié a una técnica de aleatorizacién
utilizando el programa Resampling2 (bajado desde www.uvm.edu/~dhowell/StatPages/

Resampling/ResamplingPackage.zip). Brevemente se aleatorizé 100.000 veces las

observaciones de presencia de larvas y temperatura. Este método mostré que existe una

correlacion significativa entre ambas variables (r=-0.4761 p< 0.0001).
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Tabla 1 Resumen de los resultados de ANOVA dos vias para cada variable
medida. (* = p <0,001% = p<0,05; ** = p<0,01; ##+=p<0,001).

, Temperatura pH Conductividad Oxigeno
Epoca gl 1,18 F=2,26 gl 1,18 F=1,2 gl 1LI8F=1,15 gl 1,18 F=1,69
Localidad gl 3,18 F=9,50 *** o] 3 18 F=50,51%** gl 3,18 F=1231,41*%%* ¢]318F= 31,66%**

Epocax Localidad gl 3,18 F=9,97%** g¢l3,18 F=3,07 gl 3,18 F=406,42 *** gl 3,18 F=11,79%%*

Tabla 2 Temperatura ( °C) entre el dia y la noche entre localidades.
(*=p<0,001* = p<0,05; ** = p<0,01; ***=p<0,001).

Localidad Dia Noche
Tatio 25,71 +1,20 - 22,60 +£196 -
Chita 26,46 +0,51 ns. 8.46 +0,31 ok
Caspana 21,10 +0,31 ns 9,33 +0,12 ok
Farellones 23,80 +0,66 ns. 547  +023 R

Tabla 3 Temperatura ( °C) para el invierno y verano de las localidades de El
Tatio y Chita. (* = p < 0,001% = p<0,05; ** = p<0,01; #x#= p<0,001),

Localidad Invierno Verano
Tatio 25,60 +140 2260 +196 ns.
Chita 1,48 0,41 20,12 +126 e
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Figura 6 Temperatura medida durante el dia (columna vacia) y la noche
(columna 1lena) en las localidades indicadas Promedio y error
estandar.
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(columna llena) en las localidades indicadas Promedio y error estandar.
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3.2 Determinacion del metabolismo

Para todas las localidades y temperaturas medidas la Tasa metabélica presenta
una relacién alométrica con el peso de los ejemplares. Los pardmetros para el conjunto
de las curvas obtenidas se muestran individualmente en la Tabla 4.

La Tasa Metabdlica corregida a un peso de 0,1 g de las larvas de las distintas
localidades resulta ser relativamente distintas entre ellas, siendo ademas, todas mayores
a 25 °C que a 15 °C (Figura 9). Un ANOVA de dos vias mostré que la Localidad
(Fs,169= 10.52, p<0.001) y la temperatura (F1 163= 970.62, p<0.001) tienen efecto sobre
la Tasa Metabolica, existiendo una interaccién entre ambas (F s3= 11.04, p<0.001). La
Tabla 5 muestra los resultados de un test a posteriori Tukey. Para cada localidad, en
todos los casos existié una diferencia significativa entre la Tasa Metabdlica medida a 15
y 25°C, sin embargo, no se observa un patrén claro de diferencias entre las localidades
medidas a 15 y 25°C. Para ambas temperaturas El Tatio resulta ser distinto de las otras
localidades. Para cada localidad se calculé el Qjp resultante de dividir la Tasa
Metabdlica corregida obtenida a 25 y 15°C.

No se registré un cambio agudo en la pendiente que representa la tasa metabélica
de cada ejemplar para todas las localidades, al permitir que los valores de porcentaje de
saturacion de oxigeno al que fueron expuestas las larvas en la cédmara metabolica
alcanzara el 30 % del valor inicial de 100 % de saturacidn, es decir 3,36 mg O, 1! para
15 °C y de 2,47 mg O, 1" para 25 °C. Estos valores son menores a los contenidos de
oxigeno disuelto determinados en el ambiente de las larvas, en particular son mayores a

los detectados en la localidad de El Tatio.




Tabla 4 Resultados de la regresion potencial entre tasa metabélica y el peso.

a y b son los coeficientes de la ecuacién MS = g * Wb, donde MS
es el Metabolismo de rutina (ml O2 / h) y W es el peso de la larva

en g. Para cada localidad se ha calculado el Q.
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Localidad  Temperatura a b N r Quo
de origen Mantenimiento
. 15°C 0,2319 0,8202 12 0,8035
Zapahuira 25°C 0,6072 0,8103 14 0,9376 2,6
. 15°C 0,2825 0,8327 27 0,9689
Chusmiza 250C 0,8714 1,0364 13 09487 19
Tatio 15°C 0,3251 0,8495 16 0,9676
25°C 0,6466 0,8464 13 0,9818 1,8
Chita 15°C 0,2895 0,8185 17 0,9780
25°C 0,6179 0,8627 15 0,9390 1,7
15°C 0,2564 0,8621 12 0,8940
Caspana 250C 0,6219 0,8175 1 09637 26
15°C 0,3535 0,9477 16 0,9637
Farellones o0 0,6297 0,8621 10 0,8801 19
Tabla 5 Resumen del test de Tukey usado para comparar las tasas
metabolicas corregidas a un peso de 0,1 g, obtenidas para larvas
mantenidas a 15 y 25°C
15°C Zapahuira Chusmiza Tatio  Chita Caspana  Farellones
Zapahuira -- n.s. ok n.s. n.s. n.s.
Chusmiza n.s. - n.s. n.s. n.s. n.s.
Tatio ok n.s. -- 1S, sk Aok
Chita ns. n.s. .S, - n.s. I.S.
Caspana n.s. ok ok n.s. - ns.
Farellones .S, ks ek n.s. n.s. -
25°C
Zapahuira -- *k n.s. ook n.s. ook
Chusmiza ok - n.s. n.s. * n.s.
Tatio n.s, n.s. - ok n.s. ok
Chita ek n.s. e - sk ok n.s.
Caspana n.s. ok n.s. ok -- sk
Farellones ke n.s. sk n.s. okok -

* = p<0,05; #* = p<0,01; *=%= p<0,001
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Figura 9 Tasa metabolica de larvas de Bufo spinulosus de 0,1 g (ver texto)

provenientes de diferentes localidades del norte y centro de Chile,
aclimatadas a 15 °C (columnas vacias) y 25 °C (columnas llenas).
Las barras de error representan el error estandar.
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3.3 [Efecto de la procedencia geografica sobre el tamafio a la metamorfosis.

Las larvas provenientes de diferentes localidades presentan diferencias en los
pesos que alcanzan a la metamorfosis (Figura 10) bajo las mismas condiciones de
densidad (5 ind/600 ml), temperatura de (25 + 1°C) y alimentacién (ANOVA de una via
para Localidad Fs ) = 18.60, p<0.001). El test a posteriori de Tukey mostré que las
larvas provenientes de El Tatio presentan los mayores tamafios, Chita y Farellones
tamafios similares e intermedios, y las de Farellones alcanzaron los menores tamafios.
No existi6 diferencia entre el tamafio alcanzado entre las larvas que correspondian a tres

conjuntos de hermanas completas y las que resultan de una mezcla de ellas.

3.4 Efecto de Ia variacién de la temperatura sobre el tamafio a la metamorfosis.

Un régimen variable de temperatura no provoc un cambio significativo en el peso
que alcanzan a la metamorfosis, siendo solo importante la localidad de origen (Figura
11). Un ANOVA de dos vias mostr que solo la Localidad resulta relevante (Fa.105=
20.66, p<0.001) y no asi la diferencia en el régimen térmico al que fueron sometidas
(Fa.i0s= 0.99, p>0.3) ni la interaccién entre ellas (Fpi05= 1.62, p>0.3). El fest a
posteriori de Tukey mostré que las larvas provenientes de El Tatio presentan los
mayores tamafios, que las larvas de Chita presentan tamafios intermedios, y que las
larvas de Farellones alcanzaron los menores tamafios y no existié diferencia entre el
tamafio alcanzado entre las larvas que correspondian a tres conjuntos de hermanas

completas y las que resultan de una mezcla de ellas.
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Figura 10 Peso que alcanzan a la metamorfosis larvas de Bufo spinulosus
provenientes de diferentes localidades del norte y centro de
Chile, en iguales condiciones de temperatura (25 °C),
alimentacion (lechuga hervida) y densidad (5 ind/600 ml). Las
barras de error representan el error estandar.
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Figura 11 Peso que alcanzan a la metamorfosis larvas de Bufo spinulosus
provenientes de diferentes localidades del norte y centro de Chile,
aclimatadas a un régimen constante de temperatura de 25 °C
(columnas vacias) y a un régimen variable entre 15 y 25 °C
(columnas llenas), en iguales condiciones de alimentacion
(lechuga hervida) y densidad (5 ind/600 ml). Las barras de error
representan el error ¢standar.
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3.5 Efecto de la temperatura y densidad sobre el tamafo alcanzado en la
metamorfosis.

Para las larvas provenientes de Chusmiza tanto la temperatura como la densidad
tuvieron efecto sobre el tamafio que alcanzan a la metamorfosis, las tasas de crecimiento
y ¢l tiempo que requieren para alcanzar la metamorfosis (Tabla 6). El tamafio a la
metamorfosis fue mayor en los individuos mantenidos a 15°C y menores densidades
(Figura 12a), (ANOVA dos vias, Temperatura Fi 475 = 515.18, p<0.0001; Densidad
F,478= 26,94 p<0,0001, Interaccién F 475 = 9.16, p<0.0001). El anlisis a posteriori de
Tukey muestra que las mayores diferencias se verifican a 15°C. Las tasas de crecimiento
son mayores a temperaturas mas altas y menores densidades (Figura 12b). (ANOVA dos
vias, Temperatura Fy 48y = 515.18, p<0.0001; Densidad Fg 47 = 26,94 p<0,0001,
Interaccidn Fs 475 = 9.16, p<0.0001). El anlisis a posteriori de Tukey muestra que a
25°C todas las densidades presentan tasas de crecimiento diferentes, mientras que a
bajas temperaturas sélo la tasa crecimiento a la densidad mas alta resulta distinta. El
tiempo que demoran en alcanzar las larvas la metamorfosis es mayor a bajas
temperaturas y mayores densidades (Figura 12c). (ANOVA dos vias, Temperatura
Faar8) = 5792.11, p<0.0001; Densidad F 478y = 115.25 p<0,0001, Interaccién Faamg =
63.67, p<0.0001). El andlisis a posteriori de Tukey muestra que a 25°C las edades son

todas diferentes, sin embargo a 15°C solo resulta diferente la edad a densidad 45.




3.6 [Efecto de la dieta sobre el tamaiio alcanzado en la metamorfosis.

La dieta tanto a 15°C como a 25°C tuvo efecto sobre la tasa de crecimiento, el
tamafio que alcanzan a la metamorfosis y el tiempo requerido para alcanzarla, en
condiciones de igual densidad (15 ind/600 ml) (Tabla 7). El tamafio que alcanzan a la
metamorfosis es mayor en los individuos alimentados con DR y mantenidos a 15°C
(Figura 132), no existi6 un efecto sinérgico entre ellos (ANOVA dos vias, Temperatura
Fi,142) = 458.89, p<0.0001; Dieta F,142 = 72.38 p<0,0001, Interaccion F 142 = 2.65,
p>0.1.). El andlisis a posteriori de Tukey muestra que existen diferencias entre todos los
valores obtenidos para los distintos tratamientos. De manera similar la temperatura y la
dieta afectan la tasa de crecimiento (Figura 13b), existiendo un efecto sinérgico entre
estos dos factores, observandose las mayores tasas de crecimiento a 25°C con dieta rica
(ANOVA dos vias, Temperatura Fq 145 = 839.16 p<0.0001, Dieta Fa,142) = 188.06
p<0,0001, Interaccion F,142) = 44.78, p<0.001.). El analisis a posteriori de Tukey
muestra que existen diferencias entre todos los valores obtenidos para los distintos
tratamientos. El tiempo a la metamorfosis es menor a 25°C y DR (Figura 13c) (ANOVA
dos vias, Temperatura F 142y = 7491.29 p<0.0001, Dieta Fu,142) = 44.07 p<0,0001,
Interaccion F, 142 = 27.37, p<0.001.). El andlisis a posterioti de Tukey muestra 15°C no

hay un efecto de la dieta sobre 1a edad a la que alcanzan la metamorfosis a 15°C.
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Tabla 6 Numero de individuos que alcanzaron la metamorfosis (n), promedio de peso en
gramos que alcanzaron a la metamorfosis (Peso), crecimiento en miligramos
por dia (Crecimiento) y edad a la que alcanzaron la metamorfosis en dias, de
larvas de Chusmiza mantenidas a dos temperaturas y 4 diferentes densidades

(individuos / 600 mi).
Densidad N Peso(g) Crecimiento mg/d Edad (d)
15°C
5 12 0,385 +0,026 1,548 +0,128 252,146,0
15 36 0,338 £0,011 1,474 +0,062 232,8 +43
30 58 0,310 +0,012 1,285 0,057 2450428
45 90 0,250 +0,006 0,981 +0,029 258,0+1.8
25°C
5 20 0,166 +0,014 6,384 10,289 29,4 1,0
15 51 0,126 £0,005 3,833 0,111 33,5+0,7
30 108 0,106 0,004 2,035 0,070 53,3+1,2
45 139 0,114 +0,006 1,790 40,122 65,0+12

Tabla 7 Nimero de individuos que alcanzaron la metamorfosis (n), promedio de
peso en gramos que alcanzaron a la metamorfosis (Peso), crecimiento en
miligramos por dia (Crecimiento) y edad a la que alcanzaron la metamorfosis en
dias, de larvas de Chusmiza mantenidas a una densidad de 15 ind/600ml,
mantenidas a dos temperaturas y alimentados con dos dietas de diferente calidad.

Dieta N Peso (g) Crecimiento mg/d Edad (d)
15°C

DP 36 0,338 0,011 1,474 10,062 232,843

DR 14 0,464 +0,039 2,096 10,191 2245453
25°C

DP 51 0,126 +0,005 3,833 10,111 33,5407

DR 46 0,197 +0,005 7,852 +0,149 25,1405
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Figura 12 Peso que alcanzan a la metamorfosis (a), Tasa de Crecimiento (b)
y Edad a la metamorfosis (c) de larvas mantenidas a 4 diferentes
densidades y dos temperaturas 15 °C (columnas vacias) y 25 °C
(columnas llenas). Las barras de error representan el error
estandar.
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Figura 13 Peso que alcanzan a la metamorfosis (a), Tasa de Crecimiento (b)
y Edad a la metamorfosis (c) de larvas alimentadas lechuga
(columnas vacias) y espirulina (columnas llenas) mantenidas a 25
°C y densidad de 15 ind / 600 ml. Las barras de error representan
el error estandar.
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3.7 Efecto del origen geogrifico y dieta sobre el crecimiento y tamafio a la
metamorfosis.

Tanto el origen de las larvas como la dieta tienen efectos sobre el tamafio a la
metamorfosis, el tiempo a la metamorfosis y las tasa de crecimiento (Tabla 8). La dieta y
el origen afectan el tamafio que alcanzan a la metamorfosis, siendo los individuos de
Chusmiza més grandes, de menor edad y sensibles a la dieta que los de Farellones
(Figura 14a) (ANOVA dos vias, Localidad Fy 16 = 98.06 p<0.0001, Dieta Fa,168 =
65,00 p<0,0001, Interaccion F 163 = 49.00, p<0.0001). Un test a posteriori de Tukey
muestra que estas diferencias se deben a que las larvas de Chusmiza alimentadas con DR
alcanzan tamafios mayores. Para la tasa de crecimiento, el origen y la dieta afectan esta
variable (Figura 14b), siendo mayores con DR en las larvas de Chusmiza (ANOVA dos
vias, Localidad F 168y = 2090.65 p<0.0001, Dieta F(; 165 = 38.74 p<0,0001, Interaccién
Fa,168) =56.63, p<0.001), y un test de Tukey muestra que no hay diferencias entre dietas
para las larvas de Farellones, la que si se observo para las larvas de Chusmiza. El tiempo
que requirieron las larvas de Farellones para alcanzar la metamorfosis es mayor al de
Chusmiza existiendo, ademas, diferencias debido a la dieta (Figura 14c) (ANOVA dos
vias, Localidad F,168) = 1548.58 p<0.0001, Dieta F 165 = 173.97 p<0,0001, Interaccion
F(,168 = 169.00, p<0.001). El test a posteriori de Tukey mostré que solo las edades de

las larvas de Farellones resultan iguales a las dos dietas.
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Tabla 8 Numero de individuos que alcanzaron la metamorfosis (n), promedio de peso en
gramos que alcanzaron a la metamorfosis (Peso), crecimiento en miligramos
por dia (Crecimiento) y edad a la que alcanzaron la metamorfosis en dias, de
larvas mantenidas a 25 °C a una densidad de 15 ind/600m] alimentados con dos
dietas de diferente calidad (DP = Lechuga; DR = Espirulina), en larvas
provenientes de dos localidades.

Localidad N Peso (g) Crecimiento mg/d Edad (d)
Dieta Rica

Farellones 38 0,115 40,003 1,606 40,055 73,8 42,1

Chusmiza 51 0,126 40,005 3,833 0,111 33,5 +0,7
Dieta Pobre

Farellones 38 0,120 +0,004 1,624 +0,071 75,2 +1,2

Chusmiza 46 0,197 40,005 7,852 +0,149 25,1 +0,5
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Figura 14 Peso que alcanzan a la metamorfosis (a), Tasa de Crecimiento (b)
y Edad a la metamorfosis (¢) de larvas alimentadas lechuga
(columnas vacias) y espirulina {columnas llenas) mantenidas a 25
°C y densidad de 15 ind / 600 ml provenientes de las localidades
de Farellones y Chusmiza. Las barras de error representan el error
estandar.
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3.8 Calidad del agua de las cajas experimentales

Durante el desarrollo de los experimentos se controlo el pH, el oxigeno disuelio y
la conductividad de las cajas debido a los productos de excrecién.. La temperatura y la
densidad afectaron el pH y la conductividad de las cajas experimentales (ANOVA:
Temperatura F 16= 190.90, p< 0.0001 Densidad Fg 16~ 116.51, p< 0.0001 para pH;
Temperatura Fgi6=~ 21.63, p< 0.001 Densidad Fgi6= 7.10, p< 0.001 para
conductividad). Para el contenido de oxigeno, solo resulté significativo el efecto de la
temperatura (ANOVA Temperatura F 16~ 241.42, p< 0.0001 Densidad Fa,16= 0,17,

p>0.9.

3.9 Efecto de dieta, temperatura y localidad sobre tasa de asimilacién.

Calidad de la dieta

Las dietas utilizadas resultaron efectivamente distintas en cuanto a su contenido
de ceniza, energia y nitrégeno. La DP tuvo un 11,22 % de ceniza en comparacién con
6,90 % de la DR. En relacién con su contenido de energia, la dieta pobre aporta por
gramo de materia organica (Peso seco libre de ceniza) 10,23 KJ y la DR 14,21. El aporte
de nitrégeno total de la DP fue de 22,28 pg/mg frente a 47,53 pg/mg de la DR.
Tasas de Asimilacion

Las tasas de asimilacion determinadas para DP y DR resultan ser bastantes altas,
con valores que oscilaron entre los 75 % y 91 %, dependiendo de la temperatura (Tabla
9). Tanto para la DP (Figura 15) como para DR (Figura 16), no se observaron
diferencias entre las tasas de asimilacién en larvas de diferentes localidades de origen.

(ANOVA, Tabla 10). La temperatura y la dieta tuvieron un efecto significativo sobre la
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asimilacién (Tabla 2). Un test de Tukey mostré que a 15 °C las asimilaciones a las dos
dietas son distintas (p< 0,05), que las asimilaciones entre de ambas dietas a las dos
temperaturas son distintas (p< 0,001), pero que a 25 °C la asimilacién entre ambas dietas

no son diferentes (p> 0,5).
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Tabla 9 Valores de tasa de asimilacién (digestibilidad aparente) para larvas
de Bufo spinulosus provenientes de distintas localidades,
mantenidas a dos temperaturas (15 y 25 °C) y alimentadas con una
Dieta Pobre y Dieta Rica (ver texto).
Localidad Dieta Pobre Dieta Rica
15°C 25°C 15°C 25°C
Promedio Promedio Promedio Promedio
Chusmiza 78,18+ 0,66 82,57+1,08 86,97 + 0,31 89,23 +225
Tatio 75,71 +1,02 84,59 + 0,47 90,94 £ 0,22 88,06 £0,97
Chita 76,88+ 1,59 84,32+136 91,28 £0,30 87,75+£1,15
Farellones 77.97+2,16  82,13+1.88 89,60+ 0,21 89,39 + 0,99
Tabla 10 Resultado ANOVA para tasas de asimilacién de larvas de Bufo
spinulosus de diferentes localidades de origen, mantenidas a dos
temperaturas (15 y 25 °C) y alimentadas con una dieta pobre y rica
(ver texto).
Factor gl SM gl SM F P
efecto efecto  error error
Localidad 3 0,00037 37 0,00096 0,386  0,7630
Dieta 1 0,19914 37 0,00096 205,730 <0,0001
Temperatura 1 0,01145 37 0,00096 11,829  0,0014
Localidad x Dieta 3 0,00026 37 0,00096 0,276 0,8418
Localidad x Temperatura 3 0,00073 37 0,00096 0,756 0,5256
Dieta x Temperatura 1 0,02815 37 0,00096 29,09 <0,0001
Localidad x Dieta x Temperatura 3 0,00328 37 0,00096 3,390 0,0279




100

95

90

l

85

80

% ASIMILACION

75

70

FARELLONES

LOCALIDAD

Figura 15 Asimilacién de Dieta Pobre (Lechuga) en larvas de Bufo
spinulosus provenientes de distintas localidades y mantenidas a
dos temperaturas: 15° C (columnas vacias) y 25 °C (columnas
llenas). Las barras de error corresponden al error estandar.
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Figura 16 Asimilacién de Dieta Rica (Espirulina) en larvas de Bufo
spinulosus provenientes de distintas localidades y mantenidas a
dos temperaturas: 15° C (columnas vacias) y 25 °C (columnas
llenas). Las barras de error corresponden al error estandar.
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4 DISCUSION

El ambiente donde se desarrollan las larvas de B. spinulosus de la localidad de El
Tatio representa un caso claramente distinto al que enfrentan otras poblaciones
altoandinas de Chile, debido a su restringido régimen de variacién diaria y anual en la
temperatura. En las otras localidades estudiadas existe una oscilacién térmica diaria de
alrededor de entre 11 a 18 °C, a excepcién de El Tatio en que no hay diferencias
significativas entre la temperatura registrada en el dia y la noche. Particularmente
interesante resulta la localidad de Chita, que si bien est4 a una altura levemente inferior a
la de El Tatio, sus pardmetros de calidad de agua son bastante similares incluida la
temperatura registrada durante el dia. Sin embargo, existe una diferencia significativa en
cuanto a las temperaturas registradas de noche. Similar patrén de diferencias se observa
al comparar estas dos localidades en sus temperaturas invierno — verano, siendo
similares las registradas durante el dia en el verano y significativamente distintas las
registradas en invierno. Por lo tanto, 1a poblacién que habita en El Tatio esta sometida a
un régimen particular de temperatura, asimilable a un sistema tropical, pero de altura, sin
mayores oscilaciones térmicas diarias ni estacionales. Esto que representa un caso
bastante particular, no descrito en la literatura.

Otro de los factores abiéticos que resulta relevante considerar, es la disponibilidad
de oxigeno para las larvas. La variacion en el oxigeno disponible para los organismos
acudticos, puede tener importantes consecuencias en la actividad que los éstos puedan
gjercer (Priede 1985), en particular para las larvas de anfibios (Mclnteryre & McCollum

2002), en el que puede afectar su capacidad de escapar de depredadores o conseguir
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alimento. Para el caso de las poblaciones de B. spinulosus estudiadas, los valores de
oxigeno disuelto a los que las larvas fueron expuestas durante las determinaciones de
consumo de oxigeno, no provocaron alteraciones significativas en su Tasa Metabélica. A
pesar de que la determinacion de la presion parcial critica de oxigeno para las larvas no
formo parte de los objetivos de esta tesis, el método experimental utilizado permitié
detectar que las larvas se comportaron como oxigeno reguladores (Rosenmann 1978),
dentro de los rangos de disponibilidad de oxigeno a las que fueron expuestas. Dado que
estos rangos son inferiores a los que las larvas disponen en sus condiciones naturales, se
puede concluir que para las larvas de esta especie, el oxigeno disponible en sus
ambientes naturales no representa una restriccién. Esto concuerda con lo descrito por
Ruiz et al.(1989) en relacién con los valores hematoldgicos para ejemplares adultos de
esta especie, y con lo indicado por Plenet et al.(1998) en cuanto a que el valor critico de
disponibilidad de oxigeno para las larvas de anuros estd por debajo de los 3 mg 1™,

La conductividad es una medida de la salinidad de las aguas. Las localidades
estudiadas del norte, presentan valores mayores de conductividad que las de la zona
central. A pesar de que se ha descrito el probable efecto que esta variable puede tener en
el desempefio de los anuros (Tattersall & Wright 1996), Tatio y Chita presentan valores
de la misma magnitud y sus tamafios corporales son significativamente distintos. De esta
forma se puede descartar el efecto de esta variable. El mismo argumento se puede
utilizar para descartar el efecto del pH.

En los experimentos desarrollados para todas las poblaciones estudiadas, no se
detecta una compensacién al aumento de la temperatura (Davenport 1992) en las larvas

de esta especie, ya que su mantencion a 25 °C durante tres semanas provoco un aumento
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significativo en sus Tasas Metabdlicas. Dado que la metamorfosis en esta especie a 25
°C se alcanza en un lapso de tiempo de alrededor de 30 dias (Figura 12), es
perfectamente posible afirmar que este aumento se verificara en las larvas durante todo
su desarrollo. Este fenémeno ha sido descrito para individuos adultos y larvas de
anfibios, pero en general ha sido asociado a especies que habitan en ambientes de baja
variabilidad térmica. (Rome et al.1992, Laugen et al.2003). Por otra parte, se ha descrito
que la existencia de compensacién en ambientes variables, lo que permitiria a las larvas
de anfibios independizarse del ambiente (Kam et al.2001). Por lo tanto, el que las larvas
de Bufo spinulosus que habitan en ambientes de temperatura variable no presenten
compensacion metabdlica, no esta de acuerdo con lo descrito en la literatura.

Los valores observados de Qo se encuentran dentro de lo descrito para larvas de
otras especies (ej. Kam 2001), sin embargo la sensibilidad al cambio en Ia temperatura
resulta ser distinta entre las localidades. Los valores de Qi se agrupan en dos:
Zapahuira y Caspana con un Qo de 2,6 y Chusmiza, Tatio, Chita y Farellones con un
Quo entre 1,7 y 1,9. Las poblaciones de Zapahuira y Caspana estan sujetas a un régimen
de temperaturas aparentemente similares durante el verano, a las encontradas en la
localidad de Chusmiza, Chita y Farellones, siendo ademés su oscilacién térmica dia-
noche similar. Sin embargo, los registros no corresponden a registros continuos, por lo
que no disponemos de la informacion sobre la forma particular de estas oscilaciones
diarias en la temperatura, y por lo tanto, de los tiempos a los que las larvas estan
expuestos a las mayores temperaturas. Si el Q9 esta asociado a la historia térmica que

enfrentan las poblaciones y, asumiendo que estamos en presencia de poblaciones
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genéticamente similares para la expresion de este caricter, estas diferencias podrian
deberse a regimenes particulares de temperatura a las que las larvas estarian expuestas,
los que no fueron detectados. Es necesario realizar estudios de seguimiento térmico de
los ambientes de mayor longitud y precision que los efectuados en Ia presente tesis,
sobre todo en cuanto a las oscilaciones diarias de temperatura, de tal forma de poder
valorar exactamente el tiempo de exposicién de las larvas a las diferentes temperaturas.

Las tasas metabolicas de los individuos de la poblacién de El Tatio no resultan
totalmente diferentes de los provenientes de otras localidades, tanto a 15 como a 25 °C.
Esto indica que a pesar de que la poblacién de El Tatio esta sometida a un régimen de
mayores y mas estables temperaturas, su patrén general de respuesta es similar al de
otras poblaciones, las que no estén sujetas a este tipo tan particular de régimen térmico.
Esto podria estar indicando que el tiempo transcurrido para esta poblacién, no ha sido el
suficiente para generar una diferencia genética asociada a los patrones de respuesta
metabolica.

La interpretacion, en términos adaptativos, de los patrones de respuesta a la
aclimatacion a la temperatura son generalmente hechos bajo la influencia de la hipétesis
de la adaptacién benéfica. Esta sefiala que “la aclimatacion a un ambiente particular
confiere a un organismo una ventaja en su desempefio sobre otro organismo que no ha
temido la oportunidad de aclimatarse a ese ambiente particular” (Rome et al.1992,
Woods & Harrison 2001). Bajo esta hipétesis, el hecho de que no exista compensacién
metabolica permitiria a las larvas beneficiarse de las mayores temperaturas, aumentando

sus tasas de crecimiento y particularmente de desarrollo, logrando alcanzar la




metamorfosis durante el periodo favorable del clima (antes de las nevazones de invierno
o de la evaporacién total de las pozas al final del verano). La seleccion activa por los
microambientes que presentan mayor temperatura detectada en las larvas de esta especie
refuerza esta hipétesis. A excepcion de El Tatio, las larvas prefieren los microambientes
de mayor temperatura disponibles, lo que podria estar acelerando el desarrollo y
acortando el tiempo que demoran en metamorfosear. Por otra parte, si no se alcanza la
metamorfosis en una temporada, al bajar la temperatura, un metabolismo deprimido
permitiria ahorrar energia y sobrevivir hasta la préxima temporada favorable. Esta
ultima posibilidad fue efectivamente detectada en la localidad de Chita, en la que
durante el invierno de 2002 se observaron larvas activas a temperaturas de 4°C, y que
presentaron tasas metabélicas de alrededor de un 11 % del promedio de las medidas a
15°C (Benavides, datos no publicados). Por lo que en este caso, la incapacidad de
aclimatarse a la temperatura podria representar un beneficio para esta especie, debido al
tipo de ambiente en el que habita.

En El Tatio, las larvas no prefieran los microhabitats de mayor temperatura
disponible, prefiriendo temperaturas similares a las encontradas en otras localidades.
Esto puede estar indicando que existe un limite sobre el cual la temperatura puede ser
deletérea para las larvas. Esto podria deberse, por ejemplo, a un aumento del dafio tisular
asociado al aumento de la tasa metabdlica, que podria redundar en una mayor mortalidad
(Atkinson 1996, Laugen et al.2003). Es probable entonces, que la temperatura preferida
de alrededor de 25 °C de represente la temperatura cercana a la optima para el desarrollo

de esta especie.
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La temperatura, la dieta y la densidad tiene un efecto general sobre el desarrollo y
las caracteristicas de los individuos recién metamorfoseados de Bufo spinulosus. La
temperatura aparece como la variable ambiental de efecto més general en esta especie,
siendo los individuos metamorfoseados a bajas temperaturas mas viejos y mas grandes.
Este resultado concuerda con lo descrito para la generalidad de los ectotermos (Atkinson
1994, 1996).

Estudios sobre la metamorfosis en anfibios han producido dos tipos de modelos
generales para explicar la variacion en la edad y el tamafio a 1a metamorfosis (Twombly
1996). La diferencia entre ellos esta dada por la suposicion de que el desarrollo larval
permanece flexible 0 no a lo largo del desarrollo (Twombly 1996). Por una parte,
Wilburg & Collins (1973) plantean que la edad y tamafio la metamorfosis es dependiente
de la historia reciente de crecimiento de la larva, mientras que Leips & Travis (1994)
plantean que existe una edad luego de la cual se puede afectar la tasa de crecimiento, no
asi la edad a la que se alcanza la metamorfosis. Ambos modelos plantean que, si se
produce una disminucién o aumento de la tasa de crecimiento en etapas tempranas del
desarrollo, la metamorfosis de aquellos con mayor tasa de crecimiento se alcanzara en
menor tiempo y a mayor tamafio. Dado que el modelo experimental planteado en la
presente tesis consideré alimentacidn ad libitum, las trayectorias de crecimiento se
pueden asumir distintas y constantes desde temprana edad para cada tratamiento distinto.
Para cada temperatura experimental utilizada, el aumento en la tasa de crecimiento,
provocado tanto por el efecto contragradiente de la densidad o positivo de la calidad de
la dieta, provocan individuos que metamorfosean a menor edad y mayor tamafio, lo que

concuerda con los modelos planteados. Sin embargo, si se mira el efecto global de las
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dos temperaturas, el aumento de las tasas de crecimiento provocadas por la mayor
temperatura, produce individuos de menor edad y mayor tamafio. La aparente
contradiccin entre estos resultados se resuelve al considerar que la temperatura no solo
altera las tasas de crecimiento, sino que ademas, las tasas de desarrollo. En los modelos
de Wilburg & Collins (1993) y Leips & Travis (1994) equivale no solo alterar la tasa de
crecimiento, sino que ademés, el tamafio minimo al que se puede alcanzar la
metamorfosis. Asi, a mayor temperatura existird una mayor tasa de crecimiento, pero
también la posibilidad de alcanzar la metamorfosis a menor tamafio (Atkinson 1996),
por el incremento en la tasa de desarrollo. De esta forma el incremento en la tasa de
crecimiento provocado por el aumento de la temperatura, generars individuos de menor
tamafio y edad. Resulta entonces necesario precisar que para que los modelos de
Wilburg & Collins (1993) y Leips & Travis (1994), el tamafio minimo que se puede
alcanzar a la metamorfosis si es alterado por el cambio en las tasas de crecimiento
mediadas por la temperatura. Los resultados de la presente tesis muestran que existe un
claro desacople entre la tasa de crecimiento y tasa de desarrollo cuando son alteradas por
factores denso independientes, como la temperatura, no asi cuando son alterados por
factores denso dependientes, como la densidad.

El efecto negativo de la densidad sobre el crecimiento, ha sido descrito tanto en
experimentos de laboratorio como en estudios de terreno (Newman 1994, 1994a, 1998,
Reading & Clarke 1999, Brady & Griffiths 2000, Loman 2002). Es razonable pensar que
en ambientes naturales, las condiciones de mayor densidad pueden provocar
competencia intraespecifica por el alimento y espacio. Esto requiere necesariamente que

el alimento y el espacio sean recursos limitados, como probablemente los son en las
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pozas donde se verifica el desarrollo larval. Nuestros resultados muestran que en
condiciones de alimentacién ad libitum, las mayores densidades provocan de igual
forma una disminucion en el crecimiento y en el tamafio que alcanzan a la metamorfosis.
Esto indica que en este caso, el efecto de la densidad debe estar mediado por otros
factores, como puede ser: la interferencia fisica entre las larvas, la presencia de algln
factor generado por las larvas que inhiba del crecimiento o, por un efecto sobre el
crecimiento provocado por la alteracion de las condiciones del agua en las cajas
experimentales (D’Aniello et al.1989, Plenet et al.1998, Girish & Saidapur 1999,
Melntyre & McCollum 2000, Warkentin 2002. A pesar del continuo recambio de agua a
la que fueron sometidas las cajas experimentales, la densidad de las larvas y la
temperatura afectaron el pH y la conductividad, las que sin embargo oscilaron entre un
estrecho margen (pH 7,81 a 8,20; conductividad 861 a 1.348 pS/cm). Se ha descrito que
variaciones moderadas de pH pueden afectar las condiciones fisiologicas de las larvas,
como su contenido de amonio (Tattersall & Wright, 1996), lo que eventualmente podria
afectar su desarrollo. A pesar de lo estrecho de la variacion de estas variables en las
cajas experimentales, no es posible descartar su efecto. Serd necesaria mayor
experimentacion para distinguir si los resultados observados son producto de la
alteracion de la la calidad del agua o de la existencia de algin factor quimico espectifico
liberado por las larvas.

Larvas de dos localidades respondieron de manera diferente a la calidad de la dieta
utilizada. En las larvas de Farellones no se detectaron diferencias en cuanto a su

crecimiento, tamafio y edad a la metamorfosis, entre las alimentadas con dieta rica y
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pobre. Esto probablemente esta mostrando que existe una diferencia entre ambas
poblaciones, en cuanto a su capacidad de digerir los alimentos experimentales. En este
contexto, las larvas de Farellones representaron un resultado inesperado, ya que al no
verse afectadas sus tasas de crecimiento, tampoco lo fueron la edad y el tamafio
alcanzado a la metamorfosis, lo que concuerda con los modelos planteados. Sin
embargo, este resultado llama la atencién del problema de la variacién local que puede
existir en cuanto a las respuestas de crecimiento y desarrollo.

La calidad del alimento sélo afecta el desarrollo, medido como la longitud del
periodo larval, de las larvas mantenidas a 25°C. A 15°C no hubo efecto, a pesar de que
si existié una diferencia en las tasas de crecimiento mediada por la calidad de la dieta.
Esta diferencia podria estar mediada por el efecto de la disponibilidad de proteina y su
efecto sobre la tasa de crecimiento. Kupferberg (1997) sefiala que el crecimiento y el
desarrollo de las larvas estarian limitados por la disponibilidad de proteina, de manera
similar a lo descrito para otros herbivoros acudticos (Matsson 1980). Se puede postular
que, en las larvas de Bufo spinulosus (primariamente herbivoras) mantenidas a bajas
temperaturas, la capacidad de asimilar el alimento estaria suficientemente deprimida,
como para que una diferencia en su calidad resulte irrelevante, en cuanto a aporte
efectivo de proteinas (Alvarez & Niciesa 2002). Sin embargo a 25°C, las mayores
velocidades de adquisicién y procesamiento del alimento, permiten que una diferencia
en su calidad altere efectivamente la tasa de adquisicién de proteina. De esta forma, a 25
°C la dieta pobre restringe suficientemente el crecimiento, como para que se altere el

desarrollo. Ademds, es probable que exista un umbral de crecimiento, sobre el cual se
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afecta la tasa de desarrollo y bajo el cual el desarrollo se hace independiente del
crecimiento. Esta explicacién concuerda con lo observado, en cuanto al efecto global de
la temperatura sobre el desarrollo y crecimiento, en el sentido de que, solo asociado a las
mayores tasas de crecimiento global obtenidas a 25 °C, se observa el efecto inverso de
la tasa de crecimiento sobre la tasa de desarrollo. Este efecto no se manifiesta a bajas
temperaturas, en las que las tasas globales de crecimiento son mucho menores.

De los datos obtenidos en la presente tesis se observa que las tasas de asimilacién
aumentan con la temperatura y que ademas dependen del tipo de dieta consumida por las
larvas de Bufo spinulosus. La tasa de asimilacién de la DP se ve incrementada
significativamente al aumentar la temperatura, sin embargo, este efecto no es
significativo con la DR. La dieta pobre basada en lechuga hervida es consistentemente
menos asimilada que la dieta basada en Espirulina.

El uso de la ceniza, como marcador de digestion, ha recibido criticas a raiz de
que se ha detectado que algunos herbivoros son capaces de asimilarla (Bjorndal 1985), y
que existe una variacion individual de esta asimilacion entre individuos de la misma
especie (Benavides et al. 1986). Sin embargo, dado que en ¢l presente caso se ha
considerado el uso de las fecas producidas por un conjunto de individuos (15), se puede
asumir que la variacién individual se minimiza. Por otra parte, el objetivo del presente
trabajo consistié en la comparacion de las tasas entre individuos de la misma especie,
por lo que la subestimacion de las tasas, a raiz de la absorcion de las cenizas o de la
produccion de las mismas por parte de las larvas, no aparece como relevante en términos
estrictamente comparativos. La facilidad relativa de este método, que solo requiere la

cuidadosa recoleccion de las fecas y su répido procesamiento para evitar a
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descomposicion de las mismas, permitié hacer un estudio comparativo como una
aproximacion al problema.

El hecho de que Ia tasa de asimilacion aumente con la temperatura no concuerda
con los modelos planteados para la digestién en ectotermos. Por una parte, se ha
planteado que existe una relacién exponencial entre el tiempo de tramsito de los
alimentos y la temperatura (Elliot 1972). Por lo tanto, a menores temperaturas el tiempo
que permanecen los alimentos expuestos a la accion de las enzimas digestivas es mayor,
favoreciendo la digestion de dietas de menor calidad (Sibly 1981). En las larvas de Bufo
spinulosus el fenémeno observado es exactamente lo contrario, la asimilacién de la dieta
pobre aumenta con la temperatura. Una explicacion para estos resultados, es que exista
un efecto positivo de la temperatura sobre los sistemas enzimaticos responsables de la
digestion (Hochachka & Somero 1984), que compensaria el menor tiempo de transito.
Evidencia indirecta aparece apoyar esta conclusion, ya que las larvas de Bufo.spinulosus
prefieren los microambientes de temperatura cercana a los 25 °C, por sobre aquellos de
temperatura menor o mayor presentes en su ambiente (Figura 8). Es razonable suponer
que los sistemas enzimaticos presenten un ajuste que implique una mayor capacidad de
digerir y asimilar a esta temperatura.

En el caso de la dieta rica, la ausencia del efecto de la temperatura puede deberse a
la alta digestibilidad del alimento, ya que al ser una dieta artificial, constituida por
elementos de alta absorcidn, hacen que probablemente a 15°C sea aun facilmente
digerido.

" Las conclusiones de la presente tesis estdn limitadas por el hecho de haber

utilizado dietas no consumidas en forma natural. Sin embargo, la lechuga ha ido




65

utilizada en numerosos trabajos experimentales con larvas de anfibios (Larse 1992), por
lo que su uso en alguna medida permite hacer comparaciones. En la presente tesis, y en
otros diversos trabajos con diferentes especies, la lechuga permite a las larvas alcanzar
exitosamente la metamorfosis (Larse 1992), por lo que su uso aparece adecuado desde el
punto de vista nutricional. Este es un problema comtin a muchos disefios experimentales,
en los que se intenta estudiar en condiciones de laboratorio el desempefio de los
organismos. En el caso de los anfibios, la experimentacion de las variables que afectan
el crecimiento, en particular el estudio de larvas creciendo en pozas, indica que los
resultados obtenidos en laboratorio coinciden con los observados en la naturaleza. Lo
observado en condiciones de laboratorio es un primer paso necesario para validar
mecanismos y relaciones propuestas, las que idealmente luego deberfan ser probadas en
condiciones naturales,

La ausencia de un efecto de Ia localidad de origen de las larvas al menos para las
dietas estudiadas, indica que en Bufo spinulosus no existe plasticidad en la expresion de
la capacidad de asimilar los alimentos, o bien porque en esta especie no existe esta
posibilidad de variacién, o debido a que las larvas en las diferentes localidades
consumen una dieta similar. No existe informacion sobre la dieta de las larvas de esta
especie en las diferentes localidades. Sin embargo el autor ha observado 1a conducta de
alimentacion de las larvas en algunas localidades, detectando que a lo menos en El Tatio
y Farellones las larvas consumen algas cian6fitas. Muestras de estas algas resultan ser
similares en su contenido de energfa, 20,3 KJ/g y 21,0 KJ/g y de nitrdgeno total, 77,8 y

80,1 ug/mg respectivamente (Benavides, datos no publicados), apoyando la hipétesis de
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dietas similares. Sin embargo, es necesario el estudio sistemético de los contenidos
estomacales para poder concluir con certeza sobre la similitud de las dietas,

El porque las larvas de El Tatio alcanzan tamafios mayores a la metamorfosis en
iguales condiciones de alimentacién y temperatura (Figura 10) no puede explicarse por
una mayor capacidad de digestion y asimilacion de la dieta. Por ofra parte, la
imposibilidad de compensar su tasa metabdlica asociado a la mayor temperatura en este
habitat, provocaria que las larvas estan permanentemente sometidas a una demanda
energética mayor por su mayor metabolismo estindar. Dado que en general, la
capacidad de aumentar la ingesta de energia tiene limites impuestos por las capacidades
fisicas del sistema digestivo, es razonable suponer que esta permanente alza en el
metabolismo tenga por consecuencia una menor inversién en biomasa, alcanzando la
metamorfosis a tamafios menores. Sin embargo, las larvas provenientes de esta localidad
alcanzan tamafios mayores a los de las larvas de otras localidades, tanto en terreno
(Mendez, datos no publicados) como en condiciones de laboratorio. Esto indica que los
individuos de esta poblacion de alguna forma, manejan esta limitacién

La respuesta a la interrogante de por qué las larvas de El Tatio metamorfosean a
mayor tamafio, a pesar de habitar a mayor temperatura, cae en el campo de las
conjeturas. En términos adaptativos, el balance energético presenta varios componentes
susceptibles de ser acomodados a las particulares condiciones del ambiente, en funcion
de aumentar el fitnes de un organismo (Calow 1985). La poblacion que habita en El
Tatio no esta sujeta a la presion de alcanzar la metamorfosis antes de que el agua se
congele durante el invierno, pues este evento no ocurre en las aguas termales a las que

habitan, tanto las larvas como los adultos (Benavides, observacién personal). Si ha
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transcurrido un suficiente tiempo, puede haberse producido un cambio en los
componentes adaptativos que determinan la estrategia de distribucién de los recursos en
al balance energético global, de manera que larvas provenientes de El Tatio presentan
una tamafio mayor en busca de un mayor fitnes (Sibly & Calow 1986). De esta forma,
las larvas provenientes del El Tatio y otras localidades, enfrentadas a las mismas
condiciones de temperatura y dieta, podrian presentar tamafios a la metamorfosis
mayores, como reflejo de su particular estrategia de adecuacién a sus ambientes
particulares. Sin embargo, si alcanzar la metamorfosis a tamafios mayores representa o
no una ventaja en Bufo spinulosus, requiere de mayor investigacion de 1a historia natural
de esta especie en sus diferentes habitas.

En general, los estudios inter o intraespecificos sobre la adaptacion y aclimatacion
térmica que se han desarrollado en anuros han considerado €l estudio de una poblacion
determinada junto con las caracteristicas de su ambiente (ej. Alvares & Nicieza 2002).
La posible variacién geografica en la expresién de atributos cono el crecimiento y su
relacion con la temperatura s6lo ha sido incorporada recientemente por Stahberg et
al.(2001). En la presente tesis se ha intentado dilucidar cudn particular es Ia respuesta de
una poblacién de Bufo spinulosus que habita en un ambiente de caracteristicas unicas, al
comparar la respuesta a la temperatura de 5 poblaciones que abarcan un amplio rango de
distribucién geografica de mas de 2000 km de largo. Resulta evidente que de haber
considerado solo una la poblacién para ser comparada con en El Tatio, Ias conclusiones
obtenidas habrian sido diferentes. Por ello, este estudio aporta una aproximacion que ha

incorporado en la comparacién de atributos, como crecimiento, metabolismo y tamafio a
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la metamorfosis, la variable procedencia geografica, permitiendo entonces una analisis

mas integral de las variaciones observadas en estos atributos.

41 COMENTARIO FINAL

El ciclo de vida de los anfibios y sus relaciones con las variables abidticas y
bioticas, presenta una imbricada trama de interacciones que hace dificultosa su
interpretacién. En la Figura 17 he intentado graficar el numeroso conjunto de variables
que lo pueden afectar y los diferentes efectos que pueden tener las etapas que lo
conforman descritos en la literatura. Lo més relevante del ciclo es que la historia de vida
de los anfibios puede dividirse en dos etapas principales, que se llevan a cabo en
condiciones radicalmente diferentes, las larvas son acuéticas y los juveniles y adultos
son terrestres. Esta diferencia resulta relevante en cuanto a como pueden afectar cada
ctapa las mismas variables bidticas y abidticas. Asi por ejemplo, las larvas acuaticas
tienen una capacidad mucho més restringida en cuanto a la termoregulacién conductual
en comparacion a la que pueden ejercer los adultos y juveniles. Por esto como resultado
final, los atributos a estudiar en los adultos, son el resultado de una compleja sucesion de
eventos y relaciones con el medio, a lo que se pueden sumar las diferencias genéticas
que pueden existir entre los individuos de diferentes poblaciones. El establecer las
relaciones de causa y efecto entre las diferentes relaciones descritas, para luego postular
modelos que expliquen de manera global el conjunio de resultados empiricos y

experimentales observados en anfibios, ha sido motivo de una importante cantidad de
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investigacion, entre otras razones, porque los anfibios resultan modelos experimentales
apropiados y de relativamente facil manipulacién.

Mucha de la experimentacion fisiolégica ha tomado a la especie como unidad, no
tomando en consideracion la compleja red de relaciones resumida en la Figura 17. Este
factor puede introducir importantes fuentes de variacién, la que es necesario incorporar
en las investigaciones relativas a los ciclos de vida y la dindmica de las historias de vida,
en particular en aquellas especies que presentan rangos de distribucidn geografica
amplios, abarcando por tanto muchos hébitats diferentes. El uso de algunas especies
como modelos sobre los cuales se extraen conclusiones, puede resultar en una
simplificacién que puede llevar a conclusiones no del todo aplicables a todas las
especies, ¢ incluso, a poblaciones distintas de una especie. En este sentido, explorar la
validez de los modelos en diferentes especies puede resultar en un aporte importante en
su validacién o rechazo, por ello a pesar de lo general que puedan aparecer los modelos,
ponerlos a prueba siempre sera relevante.

Los modelos planteados para explicar el crecimiento y desarrollo en anfibios han
reconocido la importancia de la temperatura en estos procesos, pero han atribuido al
efecto de la temperatura sobre el crecimiento y desarrollo una importancia que ha dejado
de lado otros aspectos relevantes de Ia historia de vida de los organismos, como puede
ser su efecto sobre la capacidad de obtener la energia, o el efecto indirecto que puede
tener la temperatura en la disponibilidad de ella a través de la cantidad y calidad de las
dietas disponibles en cada habitat.

La presente tesis intenté establecer si algunas de estas relaciones y modelos

descritas para anfibios permitian explicar lo observado para Bufo spinulosus.
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Las larvas de esta especie se comportan, en términos generales, de acuerdo a lo
descrito en la literatura en relacién con el efecto que puedan tener la densidad y la dieta
sobre ¢l tamafio alcanzado a la metamorfosis. Sin embargo, éstos parecen ser factores
secundarios frente al efecto global que la temperatura ejerce sobre las tasas de
desarrollo. Los patrones de crecimiento y tamafio alcanzado por las larvas resultan
independientes de las oscilaciones térmicas que puedan suffir las larvas, dependiendo
mas bien del limite superior de la temperatura a la que est4n expuestas.

Teniendo presente entonces que el tamafio depende mas bien del limite superior
de la temperatura del ambiente, y siendo este similar para las diferentes localidades
estudiadas, deberia esperarse que los individuos de esta especie provenientes de
diferentes localidades presentaran tamafios a la metamorfosis similares al someterlos a
un régimen de temperatura que se asemeja a las condiciones naturales a las que las
larvas se enfrentan. Sin embargo, la localidad de origen de las larvas si ejerce una
influencia sobre el desempefio de las larvas en iguales condiciones de temperatura,
densidad y dietas, ya que las larvas de El Tatio alcanzan tamafios mayores. Esta
deferencia no puede ser explicada por el efecto de la localidad sobre su metabolismo ni
por su capacidad de similar los alimentos, ya que para estas variables la procedencia
geografica resulta irrelevante. Este resultado no concuerda con los modelos tradicionales
planteados para los anfibios, haciendo necesario incorporar explicaciones alternativas.
Las larvas de El Tatio parecen presentar una mejor adecuacidn bioldgica a las
condiciones de permanente exposicion a altas temperaturas y supresion de una etapa
invernal, que impone un limite al periodo de desarrollo larval. Una aproximacion a las

historias de vida basada en el principio de asignacién podria ayudar a explicar estos
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resultados. Las larvas de Bufo spinulosus enfrentan en cada localidad condiciones que
determinan la forma en como adquieren y asignan la energia entre los diferentes
componentes de sus balances energéticos, uno de los cuales es el crecimiento. Un factor
que aparece muy relevante es que, la poblacion que habita en El Tatio, no tiene una
restriccion temporal para alcanzar la metamorfosis, las que si tienen otras poblaciones
para las que la llegada del invierno representa un evento relevante, o en los casos de los
habitats donde la desaparicién de las pozas y arroyuelos donde se verifica la
metamorfosis, eventos que obligan a las larvas a salir del agua y buscar refugio en el
ambiente terrestre. Frente a esta circunstancia tan particular, la poblacién de El Tatio
puede haber ajustado las asignaciones de energia dentro de sus presupuestos, logrando
tamafios mayores; lo que pueden favorecer la sobrevivencia.

El que las larvas de El Tatio que habitan en ambientes permanentemente mas
calidos metamorfoseen a tamafios mayores, no concuerda con los modelos planteados,
pues segin ellos predicen, estos juveniles deberian ser mas pequefios, llamando la
atencién entonces sobre la influencia de las particulares condiciones en las que esta
poblacion de desarrolla. Esto es un claro indicio que los modelos sobresimplifican las
relaciones y pueden resultar en algunos casos claramente inadecuados,

Otro aspecto que esta tesis ha permitido explorar es la relacién entre el tamafio de
los postmetamérficos y el de los adultos. Los adultos de la localidad de El Tatio son de
menor tamafio que de otras localidades, a pesar de que los postmetamérficos son mds
grandes. Por lo tanto, la hipétesis de que el tamafio de las larvas determina el tamafio de
los adultos puede ser descartada en este caso. La explicacién de que los adultos de El

Tatio sean mas pequefios debera buscarse en la etapa de vida terrestre de esta especie, en
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la que sera necesario poner nuevamente a prueba los modelos e hipétesis planteados.
Dentro de las explicaciones posibles, resulta relevante considerar que, ha diferencia de la
mayoria de las localidades donde habita Bufo spinulosus, en El Tatio los individuos
adultos son mucho més acuaticos. Esto implica que su temperatura corporal es mas alta
que la registrada en gjemplares de otras localidades (Benavides, observacion personal).
Este debiera ser el punto de partida de cualquier explicacién sobre el tamafio corporal

que los adultos de esta localidad finalmente alcanzan.
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S CONCLUSIONES

En relacion con las hipétesis planteadas y los resultados experimentales obtenidos

en la presente tesis, se puede concluir lo siguiente:

1. Las temperaturas maximas a las que estin expuestas las larvas en las diferentes
localidades no son distintas. La principal diferencia entre El Tatio y las demds
localidades estudiadas estriba en que en este lugar no hay oscilacién térmica diaria ni

estacional, mientras que en las otras localidades si.

2. La temperatura aparece ser la variable més influyente en el crecimiento y tamafio
que alcanzan la metamorfosis las larvas, ejerciendo su influencia a través de la
modificacién de la tasa de desarrollo. Bajo el efecto global de la temperatura, se

gjercen los efectos de otros factores como la densidad y la dieta.

3. En las larvas de Bufo spinulosus no existe compensacién al aumento de la
temperatura, siendo la Tasa Metabolica permanentemente alta durante esta etapa de
desarrollo. Por otra parte, el oxigeno disponible en la las diferentes localidades, no

aparece limitante.

4. La temperatura ejerce un efecto positivo sobre la capacidad de asimilar los
alimentos, efecto que es més notorio con una dieta pobre. Por otra parte, no existe
influencia de la localidad de origen en cuanto a la capacidad de asimilar las dietas

experimentales usadas.
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5. Los tamafios a la metamorfosis que alcanzan las larvas de distintos origenes
geograficos resultan distintos, siendo las larvas de El Tatio las que alcanzan los
mayores tamafios a la metamorfosis. Este resultado es valido tanto para un régimen
constante de temperatura, como en uno variable en que la temperatura oscilo entre
15°C y 25 °C grados, situacion que simula el régimen térmico para todas las otras

localidades estudiadas.

6. El que los individuos adultos de la poblacién del El Tatio presenten un tamafio
corporal menor, comparado con otras poblaciones, no esta asociado a que en esta
localidad se alcancen tamafios menores durante la metamorfosis. El que los adultos
sean mas pequefios en esta localidad, probablemente esta asociado a la vida mds
acuatica que desarrollan, que tendria por consecuencia presentar una mayor y mas

constante temperatura corporal.
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