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RESUMEN

En este estudio se abordé el problema de la variacion del ambiente térmico y sus consecuencias
a nivel morfologico y fisiologico en larvas de Bufo spinulosus provenientes de tres localidades
de Chile que presentan diferentes ambientes térmicos en las pozas donde se desarrollan: El
Tatio, Quebrada de Jere y Farellones. A través de experimentos de jardin comiin, se evalud el
efecto de la temperatura y la procedencia geografica sobre los siguientes atributos de historia de
vida: tiempo a la metamorfosis, tamafio a la metamorfosis y tasa de crecimiento. Ademas, se
evalué como afecta la variacidn de los atributos de historia de vida en el desempefio locomotor
de larvas y postmetamorficos. Los resultados mostraron que las larvas de El Tatio
metamorfosearon a un mayor tamafio y a una edad mayor. Las larvas de Farellones presentaron
una tasa de crecimiento mayor a las dos temperaturas evaluadas, mostrando, ademas, una mayor
velocidad de nado. Los resultados de los postmetamérficos mostraron que, tanto la temperatura
como el origen geografico, inducen alometrias en las extremidades posteriores, sin embargo,
éstas no afectaron la capacidad de salto, rasgo en el cual las diferencias estuvieron explicadas
sélo por la procedencia geografica. No se encontrd correlacion entre el desempefio de nado de
larvas y de salto de postmetamérficos. Tampoco se encontrd correlacion entre los atributos de
historia de vida y el desempefio locomotor, tanto de larvas como de postmetamorficos. Los
resultados de este estudio sugieren adaptacién local por parte de estas poblaciones a sus
respectivos regimenes térmicos. A partir de estos resultados se propone que €l ambiente térmico
larval produce cambios en rasgos como tiempo a la metamorfosis y tasa de crecimiento, mientras

que el tamafio corporal solo fue determinado por la localidad. Se sugiere que estos rasgos
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morfolégicos y fisiologicos son fuertemente dependientes de factores locales, mientras que los
rasgos como edad y tiempo a la metamorfosis, presentaron una dependencia de la temperatura y

de la localidad, mostrando variacion fenotipica.



ABSTRACT

In this study, the problem of the variation of the thermal environment and his consequences
at the morphological and physiological level was assessed in Bufo spinulosus tadpoles from
three Chilean locations that present different thermal environments in the ponds the develop:
El Tatio, Quebrada de Jere y Farellones. Using common garden experiments, the effects of
temperature and geographical origin over life history traits was evaluated: time to
metamorphosis, size at metamorphosis and growth rate. It was also evaluated how the
variation on the life history traits affect the locomotor performance of larvae and
postmetamorphics. The results showed that tadpoles from El Tatio metamorphose at a higher
size and a higher time, and that larvae from Farellones metamorphose at a higher growing
rate at the two temperatures, showing also, a higher velocity of swimming. The results of the
postmetamorphics showed that both temperature and geographical origin induce allometries
in the posterior hindlimbs, but without affecting the jump capacity, in witch the differences
were only explained by the geographical origin. No correlation was found between the
swimming performance of larvae and the jump capacity of postmetamorphics. The results in
this study suggest a local adaptation of the population to their respective thermal regimes.
From these results it is propose that the thermal environment of tadpoles produce in traits
like time to metamorphosis and growing rate, while the body size was only determinated by
geographic origin. I suggest these morphological and physiological traits are strongly
dependant on local factors, while traits like age to metamorphosis and growth rate present a

variation with temperature and geographical origin, showing phenotypic variation.



INTRODUCCION

La adaptacion local de rasgos de historia de vida a nuevas condiciones ambientales
ha sido descrita como una de las fuerzas evolutivas que causan divergencia y
especiacion (Orr y Smith, 1998; Schluter, 2001; Dieckmann er al, 2004). Un
paradigma central en evolucién es que la seleccion natural, actuando sobre la
variacién fenotipica, promoveria diferenciacion en poblaciones que habitan
ambientes diferentes. (Linhart y Grant, 1996). Una respuesta adaptativa de las
poblaciones en ambientes heterogéneos es la plasticidad fenotipica (Pigliucci, 1999),
definida como la capacidad de un genotipo de generar diferentes fenotipos en
ambientes contrastantes. En especies con ciclos de vida complejos, la edad y el
tamafio a la metamorfosis son altamente plasticos dependiendo del ambiente de
desarrollo (Volker et al, 2007; Sinsch et al, 2007).

Los cambios de estrategias de historia de vida pueden estar influenciados por la
diversidad de habitat (Pigliucci et al, 1999; Bonnet y Chippindale, 2004). Atkinson
(1996) sugiere para ectotermos que habria un efecto de la temperatura sobre el
desarrollo larval y la morfologia, donde a mayor temperatura la tasa de crecimiento
aumentaria y la metamorfosis se alcanzaria con un menor tamafio corporal. Se ha
postulado que los factores que afectan el desarrollo larval pueden determinar algunas
caracteristicas relevantes de los adultos, como el tamafio corporal y sus
consecuencias en la historia de vida (Duellman y Trueb 1994; Wolf er al, 1998).

Para anfibios se ha reportado que en pozas de agua con mayor temperatura se



induciria una metamorfosis més répida, pero con menor tamafio corporal, el cual
podria determinar el tamafio del adulto. Este fenémeno se ha reportado en Rana
sylvatica (Berven, 1990), Rana cascade (Blouin y Brown, 2000), Desmognathus
quadramaculatus (Camp et al, 2000), y Discoglossus galganoi (Alvarez y Nicieza,

2002).

En anfibios la plasticidad inducida por la temperatura durante el desarrollo y el
crecimiento también puede producir cambios en el desempefio de nado (Parichy y
Kaplan, 1995; Ultsch et al, 1999; Wilson y Franklin, 1999; Wilson et al, 2000). Este
rasgo fisiologico se puede encontrar correlacionado con la morfologia del individuo,
como sucede en Rana sylvatica, donde se observo que la temperatura de desarrollo
puede determinar el tamafio y velocidad de nado de la larva (Watkins et a/, 2004),
sugiriendo que una larva de mayor tamafio nada a mayor velocidad.

Es sabido que la historia de crecimiento larval puede determinar variaciones
alométricas en las extremidades posteriores de los postmetamérficos. Lutz y Rome
(1994) sugieren que algunos ambientes larvales, como la temperatura, inducen
alometrias en los musculos extensores, abductores e iliosacral, afectando la
capacidad de salto en anuros. Se han propuesto modificaciones estructurales para el
salto: extremidad posterior larga para aumentar la distancia a través de la cual la
fuerza actia, y musculatura propulsiva larga del fémur y de la tibio-fibula para
incrementar la energia del salto (Emerson, 1991). Modelos biomecanicos predicen
que el tamafio corporal tiene relacién directa con el desempefio de salto, es decir, un
animal grande dard saltos de mayor distancia (Emerson, 1978, 1991; John-Alder y
Morin, 1990; Miller et al, 1993; Tejedo et al, 2000; Wilson et al. 2000; Alvarez y

Nicieza, 2002). Por otra parte, el largo de la tibio-fibula es un rasgo fuertemente



asociado con la capacidad de salto, como sucede en Rana ridibunda, Rana lessonae,
Rana esculenta y Rana latastei, donde una tibio-fibula mas larga se relaciono
positivamente con una mayor distancia de salto (Zug, 1972; Preest y Pough, 1989;
Sinsch, 1994; Tejedo et al, 2000; Ficetola y De Bernardi, 2006). Watkins (2001)
realiz experimentos de desempefio locomotor de larvas y postmetamorficos, y
encontré que no existe una correlacion entre la velocidad de nado de larvas y la
capacidad de salto de postmetamorficos, pero si en el tamafio corporal, sugiriendo
que seria un rasgo canalizado. Este resultado esta acorde a lo propuesto por Navas
(2008), quien plantea que los procesos fisiologicos involucrados en el nado y el salto
no son los mismos, y por lo tanto, no habria dependencia entre estos desempefios.

Hasta la fecha se han realizado estudios tanto de historia de vida, como de
desempefio locomotor en anfibios, y solo un trabajo ha correlacionado el desempefio
locomotor de la larva con el postmetamorfico (Watkins, 2001). Sin embargo, estos
trabajos no han tratado la problematica de la variacién geografica. En este estudio
evaluamos la variacién de atributos de historia de vida y de desempeifio locomotor en
funcién de la temperatura y la procedencia geogrifica, en larvas y postmetamarficos
de Bufo spinulosus de tres localidades de Chile, que presentan distintos ambientes
larvales a nivel de temperatura de las pozas. Predecimos que la tasa de desarrollo, la
edad y el tamafio a la metamorfosis variardin en funcion de la temperatura y la
procedencia geografica, y las larvas provenientes de ambientes con menor

temperatura tendrdn un tamaifio a la metamorfosis y desempefio locomotor mayores.



MATERIALES Y METODOS

ESPECIE DE ESTUDIO Y POBLACIONES

Bufo spinulosus Wiegmann, 1835 (Anura: Bufonidae) presenta una amplia
distribucion en Chile (18° a 33° S). Su tolerancia al estrés hidrico le permite habitar
desde los 1000 hasta los 4600 msnm (Veloso et al, 1982; Ruiz et al, 1989). Se han
descrito diferencias en un gradiente altitudinal y latitudinal en el periodo
reproductivo (Veloso et al, 1982), en la disponibilidad de alimento y en la
temperatura del agua de las pozas (Nufiez ef al, 1982). En términos morfolégicos
existe una alta variabilidad asociada a la procedencia geografica (Méndez et al,
2004). En este mismo trabajo encontraron que existen tres grupos diferenciados,
correspondientes a las regiones [ y XV (17-21°S), II region (21-25°S) y Chile central
(30-45°S). Las localidades involucradas en este estudio corresponden a El Tatio,

Quebrada de Jere y Farellones (Fig. 1, Tabla 1).
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Figura 1: Mapa de las tres localidades de estudio de Bufo spinulosus: El Tatio, Quebrada de

Jere y Farellones.

Localidad Coordenadas Alfitud  Ambiente larval  Desecacion Temperatura Rango  Nieve
geogridficas (msnm) de pozas promedio (°C) en
invierno
El Tatio 22°20°23°°S; 4.350 Aguas termales No 25,3°C 24-26 No
68°01°06”W permanentes
Quebrada de 23°11°21°°S; 2.560 Pozas No 13,4°C 10-17 No
Jere 67°59°347'W permanentes
Farellones 33°20°48”’S; 2.331 Pozas Si 21,7°C 3->30 Si
70°18° 51”°W temporales
Tabla 1: Caracterizacién y comparacién de las tres localidades involucradas, El Tatio,

Quebrada de Jere y Farellones, correspondientes a ambientes contrastantes a nivel de

temperatura del agua y desecacién de las pozas.



REPRODUCCION ARTIFICIAL

Se realizaron cruzamientos dirigidos de adultos de Bufo spinulosus recolectados en
las localidades de El Tatio, Quebrada de Jere y Farellones, siguiendo un protocolo de
induccion de ovulacion de huevos (Benavides, 2003). Se crearon doce familias de
medios-hermanos para las tres localidades de estudio: Farellones, El Tatio y
Quebrada de Jere (Tabla 2). Este disefio de medios-hermanos permitié disminuir el

efecto maternal en los rasgos evaluados.

Macho 1 Macho 2 Macho 3 Macho 4
Hembra 1 X X X
Hembra 2 X X X
Hembra 3 X X X
Hembra 4 X X X

Tabla 2: Esquema de los cruzamientos dirigidos en adultos de Bufo spinulosus, para la

creacion de familias de medios-hermanos.

EXPERIMENTOS DE JARDIN COMUN

Una vez en el estadio 25 de Gosner (Gosner, 1960) se ubicaron larvas
individualmente en cajas plésticas de 300 ml. Se utilizaron 10 réplicas por familia y
se pusieron a crecer a dos temperaturas: 20 y 25°C. Durante todo el desarrollo del

experimento se mantuvo el volumen de agua y el fotoperiodo constantes (250 ml,



12H:12H). Las larvas fueron alimentadas con lechuga cocida ad libitum y se les

cambi6 agua cada tres dias y medios.

EXPERIMENTOS DE DESEMPENO LOCOMOTOR

Larvas: Cuando las larvas alcanzaron el estadio 38 de Gosner (Gosner, 1960) se
ubicaron en un bafio termorregulado, la mitad a 20°C y las restantes a 25°C, para
cada tratamiento. Este bafio posee un tubo de vidrio de 60 cm. de largo, y una cdmara
donde fue instalada cada larva. Se dio un estimulo eléctrico de 9 V (Wilson y
Franklin, 1999) y se midié el tiempo de nado que demoran en recorrer el tubo,
usando un cronémetro digital (Fig. 2). Se realizaron tres mediciones por larva, se les

midio el largo antero-posterior y cada larva fue devuelta a su tratamiento original

para esperar la metamorfosis.

Figura 2: Metodologia empleada para medir el desempefio locomotor de larvas, como tiempo

de nado en segundos.



Postmetamorficos: Inmediatamente después de la metamorfosis (estadio 46; Gosner,
1960), las larvas fueron aclimatadas por tres dias en una pieza a 20°C. Para las
mediciones de salto, a cada postmetamorfico se le untaron sus extremidades en azul
de metileno y se hicieron saltar sobre un papel blanco, usando un pincel como
estimulo en el urostilo (Fig. 3). Se realizaron dos series de cuatro saltos consecutivos
en trayectoria lineal. Para los analisis posteriores se utilizé la distancia maxima
registrada. Una vez realizado este experimento, los animales fueron anestesiados con
MS-222 (metanosulfonato de tricaina) y fijados en etanol 70% para las mediciones

morfoldgicas.

Estimulo
Pincel

Papel blanco

£ N NN

Azul de
metileno

Cuatro saltos consecutivos en trayectoria lineal

Figura 3: Metodologia utilizada para la medicion de desempefio locomotor de

postmetamorficos, medida como distancia de salto maximo.



MEDICIONES MORFOLOGICAS

A cada postmetamorfico se le midi6 el tamafio corporal como largo antero-posterior
(SVL), y el largo de la tibio-fibula. Adicionalmente, se les midi6 el largo del fémur,
del tarso-metatarso, y la extremidad completa, que corresponde a la sumatoria de las

tres subdivisiones (Fig. 4).

1. Largo  antero-posterior (SVL
snout-vent length).

2. Largo femur.

3. Largo tibio-fibula.

4. Largo tarso-metatarso incluyendo
falanges.

Figura 4: Mediciones morfologicas en postmetamorficos de Bufo spinulosus: tamafio
corporal o SVL, largo del fémur, largo de la tibio-fibula, y largo del tarso-metatarso
incluyendo falanges, y largo de la extremidad posterior completa como la sumatoria de los

tres segmentos.

ANALISIS ESTADISTICOS

Los datos fueron convertidos a log;o para cumplir con los supuestos de normalidad y
homocedasticidad. Para determinar el efecto de la temperatura y la localidad sobre

los atributos de historia de vida se realizaron tres Analisis de Varianza (ANOVA)



factoriales, con tamafio a la metamorfosis (SVL), edad a la metamorfosis y tasa de
crecimiento como variables dependientes, en estos analisis la temperatura y la
localidad fueron tratadas como efectos fijos. Para evaluar el efecto de la temperatura
y la localidad en el desempefio de nado de larvas y saltos de postmetamorficos, se
hizo un Andlisis de Covarianza (ANCOVA), con el largo antero-posterior de la larva
y el largo de la tibio-fibula, como covariados respectivamente. Para evaluar el efecto
de la temperatura y la procedencia geografica sobre el largo de la tibio-fibula de los
postmetamoérficos, se realiz6 un ANCOVA usando el tamafio corporal como
covariado. A cada prueba se le realizdé un test a posteriori de Bonferroni. Para
determinar la existencia de correlacion entre el desempefio locomotor de larvas y
postmetamorficos, se realizé una correlacién de Pearson. Para evaluar si los rasgos
de historia de vida se asocian al desempefio de nado, se realizaron regresiones entre
tiempo de nado de larvas y tasa de crecimiento, y tiempo de nado de larvas y tiempo
a la metamorfosis. Para determinar si el largo de la tibio-fibula se ajusta al tamafio
corporal de los postmetamorficos se realizé una regresion simple. Se realizaron otras
regresiones entre largo de la tibio-fibula y distancia de salto maximo, tasa de
crecimiento y distancia de salto maximo, y tasa de crecimiento y largo de la tibio-
fibula. Todos los analisis estadisticos se realizaron con el programa STATISTICA

6.0 (Statsoft, 2001).
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RESULTADOS

ATRIBUTOS DE HISTORIA DE VIDA

El tamafio corporal fue mayor para los postmetamérficos provenientes de Quebrada
de Jere y El Tatio (Fig. 5). Esta diferencia fue determinada por efecto de la localidad
(F: 30,947; p<0,001; ANOVA factorial), mientras que la temperatura y la interaccion
entre ambas variables no fue significativa. La prueba a posteriori mostré que las

larvas de Farellones fueron diferentes a las otras dos localidades (p<0,001;

Bonferroni).
Efecto de la temperatura y la localidad en el tamafio a la
metamorfosis
12
D20°C
m25°C
11
€
E
-
=
w
g4
8 T T —
El Tatio Quebrada de Jere Farefiones
Localidad

Figura 5: Efecto de la temperatura y la localidad sobre el tamafio corporal (SVL) a la
metamorfosis de individuos de El Tatio, Quebrada de Jere y Farellones, desarroliados a 20°C
y 25°C.
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En la Fig. 6 se observa que los individuos de Farellones presentaron el menor tiempo
a la metamorfosis, en relacion a las larvas del norte de Chile. Todas las larvas
aceleraron la metamorfosis a 25°C. Los resultados del ANOVA mostraron que estas
diferencias estuvieron dadas por la temperatura (F: 38,49; p<0,001; ANOVA
factorial), la localidad (F: 32,75; p<0,001; ANOVA factorial) y la interaccion
temperatura-localidad (F: 3,090; p<0,001; ANOVA factorial). La prueba a posteriori
mostr6 que el tiempo a la metamorfosis de larvas de Farellones fue diferente a las del

norte (p<0,001; Bonferroni).

Efecto de la temperatura y la localidad en el iempo a la
metamorfosis
. 140 - 2
[0 o20°C
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El Tatio Quebrada de Jere Farellones
Localidad

Figura 6: Efecto de la temperatura y la localidad sobre el tiempo a la metamorfosis de
individuos de Bufo spinulosus provenientes de los dos tratamientos de temperatura y de las

tres localidades de estudio.

La tasa de crecimiento fue mayor para los individuos de la localidad de Farellones
(Fig. 7), la cual siempre fue mayor a 25°C que a 20°C. Estas diferencias fueron
atribuidas a la temperatura (F: 23,85; p<0,001; ANOVA factorial), la localidad (F:

171,69; p<0,001; ANOVA factorial) y la interaccion temperatura-localidad (F:
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4,693; p=0,0006; ANOVA factorial). Las larvas de Farellones tuvieron tasas de

crecimiento mayores a larvas de El Tatio y Quebrada de Jere (p<0,001; Bonferroni).
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Figura 7: Efecto de la temperatura y la localidad sobre la tasa de crecimiento de
postmetamoérficos sometidos a dos temperaturas: 20°C y 25°C, provenientes de las tres

localidades de estudio.

DESEMPENO LOCOMOTOR

No se observaron diferencias en el tiempo de nado de las larvas aclimatadas a 20°C y
25°C, para cada tratamiento (p>0,05; t-test), por lo tanto los datos fueron agrupados.
Las larvas de Farellones, tanto a 20°C como a 25°C, presentaron el menor tiempo de
nado, en comparacion con las larvas de las otras localidades (Fig. 8). Las larvas de
El Tatio y Quebrada de Jere mostraron un tiempo de nado menor a 20°C que a 25°C,

independiente del largo anteroposterior (Fig. 9). Tanto la localidad (F: 138,42;
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p<0,001; ANCOVA), como la interaccion temperatura-localidad (F: 5,900; p=0,003;
ANCOVA) afectaron el tiempo de nado, donde las diferencias estuvieron dadas por
larvas de Farellones (p<0,001; Bonferroni). Los anilisis de correlacion no resultaron
significativos para el desempefio de nado y atributos de historia de vida (p>0,05;

Pearson).
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Figura 8: Efecto de la temperatura y la localidad en el tiempo de nado (segundos) de larvas
de Buyfo spinulosus sometidos a dos temperaturas: 20°C y 25°C, provenientes de El Tatio,
Quebrada de Jere y Farellones.
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Efecto de la temperatura y la localidad en la distancia de salto

maximo de postmetamorficos
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Figura 10: Efecto de la temperatura y la localidad en la distancia de salto maximo de
postmetamorficos de Bufo spinulosus provenientes de las tres localidades de estudio,
sometidas a dos temperaturas. Se muestra la distancia de salto maximo promedio para cada

tratamiento, con barras de error.
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Figura 11: Efecto de la localidad sobre la distancia de salto maximo, medido en centimetros,
de postmetamérficos de El Tatio, Quebrada de Jere y Farellones. Se corrigié por el largo de
la tibio-fibula.
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MORFOLOGIA

En la Fig. 12 se observa que los individuos de El Tatio presentaron una tibio-fibula
larga, a las dos temperaturas, y los postmetamérficos de Farellones mostraron una
tibio-fibula corta. Los individuos de Quebrada de Jere, a 20°C presentaron un largo
de tibio-fibula similar a los de El Tatio, sin embargo, a 25°C, fue muy parecida a los
postmetamérficos de Farellones (Tabla 3). Este patrdn se repite al graficar el largo de
la tibio-fibula corregido por tamafio corporal (Fig. 13). Tanto la localidad como la
interaccion fueron significativos (F:52,74; p<0,001 y F:21,79; p<0,001; ANCOVA).
La prueba a posteriori mostrd que a 20°C las diferencias en el largo de la tibio-fibula
estuvieron dadas por los postmetamorficos de Farellones, y a 25°C por los de El
Tatio (p<0,001; Bonferroni). Al utilizar los datos del largo de fémur, tarso-metatarso
o extremidad posterior completa, los resultados fueron similares a los de tibio-fibula
(Tabla 3). La regresion entre tamaifio corporal y largo de la tibio-fibula no resulté
significativa (p>0,05; Regresion). La regresion entre largo de la tibio-fibula y la
distancia de salto méximo tampoco resultd significativa (p>0,05; Regresion). Al
evaluar otros modelos no lineales no se encontrd una relacion significativa entre el
largo de la tibio-fibula y la distancia de salto méximo, mostrando niveles de
correlacion bajos, siendo el mas alto un ajuste lineal con un R* de 0.21 para la
localidad de Quebrada de Jere a 20°C, y los otros valores fluctuaron en niveles
cercanos a R*= 0.001. Por lo anterior, se concluye que no existié una relacion entre
largo de la tibio-fibula y la distancia de salto madximo, y que esta ausencia es

independiente del modelo o ajuste estadistico utilizado.
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Efecto de la temperatura y la localidad en el largo de tibio-fbula

[
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Figura 12: Efecto de la temperatura y la localidad en el largo de la tibio-fibula (mm),
corregido por tamafio corporal para postmetamérficos de Bufo spinulosus provenientes de las

tres localidades de estudio y de los dos tratamientos de temperatura.

Efecto de la temperatura y la localidad en el largo de la tibio-

postmetamaorficos
Current effect: F(2, 102)=21,780, p=,00000 Covarlate meang:
(Computed for covariates at their means) log svi: 1,04202
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
0,55 = 20C
-F 25°C
s - 1 =3
&
s 0%
=1 e
8 ~
& h
s 045}
e
—
040} 1

El Tatio Quebrada de Jere Farallones
Localidad

Figura 13: Efecto de la temperatura y la localidad sobre el largo de la tibio-fibula de los

postmetamérficos provenientes de las tres localidades de estudio. Se corrigié por tamafio

corporal.
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DISCUSION

En este estudio se utilizé un disefio de medios hermanos, para disminuir los efectos
maternales sobre los rasgos evaluados. Se ha descrito que el fenotipo de la madre
puede influenciar el fenotipo de las crias (Mousseau y Fox, 1998), donde el genotipo
materno y el ambiente materno (como el tipo de pozas elegidas por las hembras),
podrian llegar a explicar la varianza total de un rasgo, como es el caso del peso
corporal de postmetamoarficos de Bombina orientalis (Kaplan, 1987). Dado que en
este estudio, se removieron los efectos maternos, ya que los huevos de cada hembra
fueron fecundados con tres machos diferentes, generando familias de medios
hermanos, se puede plantear que la existencia de diferencias en los atributos de
historia de vida encontrada en esta tesis, se debe a los factores evaluados, es decir la
temperatura y la procedencia geogrifica, o la interaccion de estos factores
dependiendo del rasgo. Las larvas de la localidad de Farellones presentaron un menor
tamafio a la metamorfosis (SVL) y menor tiempo de desarrollo, mientras que las
larvas de El Tatio y Quebrada de Jere tuvieron un mayor tiempo de desarrollo y
metamorfosearon a mayor tamaiio. Estos resultados estin de acuerdo a la literatura,
donde se ha demostrado que para ectotermos existe un efecto de la temperatura sobre
el desarrollo larval, aumentando la tasa de crecimiento (Atkinson, 1996), y una
aceleracion de la metamorfosis produce tamafios corporales menores, como costo
asociado al desarrollo acelerado (Newman, 1992; Laurila y Kujasalo, 1999; Laurila

et al, 2002; Merild et al, 2004).
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Dado que para este estudio se realizaron experimentos de jardin comun, los cuales
permiten distinguir entre diferenciacion genética e induccion ambiental (Conover y
Shultz, 1995), fue posible llegar a los siguientes resultados: para las tres poblaciones
evaluadas el tamafio a la metamorfosis fue sélo dependiente de la localidad, mientras
que la temperatura no afectd esta variable. En contraste, tanto el tiempo a la
metamorfosis como la tasa de crecimiento, fueron afectados por la interaccion entre
la temperatura de desarrollo y la procedencia geografica, sugiriendo la existencia de
variacion fenotipica asociada a estos factores (Atkinson, 1996; Laurila y Kujasalo,
1999; Laurila ef al, 2002; Mérila et al, 2004; Sinsch et al, 2007). Los menores
tiempos a la metamorfosis, asi como las mayores tasas de crecimiento presentadas
por los individuos de Farellones, a las dos temperaturas evaluadas, darfan cuenta de
la adaptacion local por parte de esta especie al régimen natural de desecacién de
pozas de esa localidad, este patron ha sido reportado para las poblaciones de Rana
temporaria de Suecia, por Laurila y Kujasalo (1999) que presenta una distribucion
geografica amplia, habitando en ambientes contrastantes. En Farellones las pozas
empiezan a evaporarse a mediados de Noviembre (Tabla 1), disminuyendo el
volumen de agua, con el consiguiente aumento de la temperatura de la poza, llegando
a mediodia a una temperatura por sobre los 30° C (Benavides, 2003). Esto implica
que el régimen de desecacion de pozas conlleva, ademds de la desecacion per se, un
aumento de la temperatura del agua, lo que habria influido en la rapida tasa de
crecimiento larval detectada para esta localidad. Para el caso de las larvas de la
localidad de El Tatio, su ambiente corresponde a un caso distinto al que enfrentan las
otras poblaciones alto andinas de esta especie en Chile. Esta localidad presenta un

restringido régimen de variacion diaria y anual de la temperatura de las pozas,
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asimilable a un sistema tropical, pero de altura (Benavides, 2003; Tabla 1). Al
respecto, se ha descrito que en ectotermos un mayor tamafio a la metamorfosis no
estaria necesariamente asociado a una tasa de crecimiento mayor, sino que podria
deberse a un desarrollo mas lento, dado por la existencia de un desacople entre
desarrollo y crecimiento (Atkinson, 1996). De este modo, es posible plantear que la
poblacion de Bufo spinulosus de El Tatio, dado que su ambiente es térmicamente
constante tanto diario como anualmente (Tabla 1), no tendria una restriccién
temporal para alcanzar la metamorfosis, y por lo tanto se desarrollarfa mas lento,
presentando una tasa de crecimiento lenta. Estos antecedentes llevan a postular que la
poblacion de El Tatio presentaria aclimatizacién termal (Schmidt-Nielsen, 1997),
proceso a través del cual algunos animales ectotermos muestran ajustes
compensatorios en respuesta a la temperatura (Hazel y Prosser, 1970). Esto muestra
adaptacion local de las larvas de El Tatio a su régimen de temperatura. A partir de
estos resultados se puede postular que la variacién geogréfica sobre el fenotipo se
entenderia en términos de restricciones de tipo estacionales, las cuales son diferentes
dependiendo de la localidad, como sugiere Laurila, ef af (2004).

Los resultados de este estudio muestran que existe un efecto conjunto de la
temperatura y la localidad sobre la velocidad de nado de las larvas (Figura 6), sin
embargo, si se excluyen los resultados de las larvas de Farellones, solo la
temperatura explica las diferencias de la velocidad de nado entre larvas de El Tatio y
Quebrada de Jere. Lo anterior, sugiere que la localidad de Farellones es la que
determina el efecto de la procedencia geografica. Doherty, et al (1998) y Lardner
(2000) sugieren que larvas desarrolladas a mayores temperaturas, al tener un tamafio

corporal menor, disminuyen su velocidad de nado, este esperado no se observo para
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las larvas de Farellones, las que nadaron més rapido cuando se desarrollaron a 25°C
que a 20°C. Al comparar los tiempos de nado de las tres localidades evaluadas, se
observé que las larvas de Farellones presentaron un mejor desempefio locomotor,
tanto a 20°C como a 25°C.

Se ha documentado que el ambiente larval afecta atributos de historia de vida, y a su
vez los rasgos de historia de vida podrian afectar el desempeifio locomotor de anuros
(Parichy y Kaplan, 1995; Ultsch et al, 1999; Wilson y Franklin, 1999; Wilson et a/,
2000), de esta forma, la plasticidad inducida por la temperatura durante el desarrollo
v el crecimiento también puede producir cambios en el desempefio de nado. En este
trabajo se evaluo si la variacion de los rasgos de historia de vida afecté el desempefio
locomotor de larvas de Bufo spinulosus, sin embargo, los andlisis de correlacion
entre el tiempo de nado de las larvas y la tasa de crecimiento no resultaron
significativos, lo mismo ocurrié cuando se hizo el andlisis con el tiempo a la
metamorfosis. Esto sugiere que el desempefio locomotor no se asocia a estos
atributos de historia de vida en larvas de Bufo spinulosus. Segun los resultados de
Benavides (2003) las larvas de Farellones presentaron bajas tasas metabdlicas
respecto a las de El Tatio, por lo tanto, a partir de este dato, tampoco es posible
explicar la mayor velocidad de nado presentada por las larvas provenientes de esta
localidad, en comparacion a las de El Tatio y Quebrada de Jere. Si bien, existio un
efecto conjunto de la temperatura y la localidad que explica la velocidad de nado en
las tres poblaciones, dado que la velocidad de nado fue mayor a ambas temperaturas
para las larvas de Farellones, es posible postular que la velocidad de nado de las
larvas en esta localidad seria un rasgo poco variable en esta poblacion. Navas (1997)

estudiando poblaciones de anuros andinos, encontré un desempefio locomotor similar
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para poblaciones que presentaban distintos Ty, en sus ambientes, sugiriendo que el
desempefio locomotor es muy conservado, resultado que es concordante con nuestras
observaciones en Bufo spinulosus. La capacidad de salto es probablemente la mejor
medicion de desempefio en anuros postmetamorficos, debido a la relevancia de su
potencial ecologico, tanto para actividades de forrajeo, como para escape frente a
depredadores (Arnold y Wassersug, 1978). En este caso, los postmetamorficos de El
Tatio presentaron mayores distancias de salto, en relacién a los de Quebrada de Jere
y Farellones, quienes saltaron distancias mas cortas. Al excluir los datos de El Tatio,
desaparecio6 el efecto de la localidad, sugiriendo que en estadios postmetamorficos,
son los animales de El Tatio los que introducen el efecto procedencia geografica. Se
ha discutido que el tamafio corporal afecta la capacidad locomotora y la distancia de
dispersion de los postmetamoérficos (Stevens ez al, 2004), junto a otros factores como
la temperatura corporal, el estado de hidratacion y el largo de la extremidad
posterior, especificamente de la tibio-fibula (Zug, 1972; Preest y Pough, 1989,
Sinsch, 1994; Ficetola y De Bernardi, 2006). En los postmetamorficos de este
estudio, el largo de la tibio-fibula tamafio-independiente fue afectado tanto por la
temperatura, como por la procedencia geografica. El largo de la tibio-fibula, fue
mayor para los postmetamorficos de El Tatio, y menor para los de Farellones. Los
postmetamorficos de Quebrada de Jere presentaron un largo de tibio-fibula variable
segun la temperatura. Los que crecieron a 20°C, pr%sentaron una tibio-fibula larga
similar a los postmetamorficos de El Tatio, sin embargo, los que crecieron a 25°C,
fueron similares a los postmetamérficos de Farellones. Estas diferencias podria
atribuirse al modo de vida después de la metamorfosis, ya que los estadios

postmetamorficos de Quebrada de Jere y de Farellones ocurren en ambientes
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terrestres, en cambio los de El Tatio estan restringidos a un ambiente acuatico, en
todas sus fases, no requiriendo migrar en los estadios tempranos hacia la tierra. El
tamafio de la tibio-fibula no se ajust6 al tamafio corporal de los postmetamoérficos,
como ocurrié con Rana cascade (Blouin y Brown, 2000), ni con la capacidad de
salto. Tampoco se encontrd relacion significativa entre tasa de crecimiento y
distancia de salto, y, tasa de crecimiento y largo de la tibio-fibula, sugiriendo que
para Bufo spinulosus, la capacidad de salto no es dependiente del tamafio corporal,
del tamafio de las extremidades posteriores, ni de la tasa de crecimiento. Este
resultado esta en desacuerdo con lo propuesto por Tejedo, et al (2000) quién
encontr6 que larvas de Rana ridibunda, Rana esculenta y Rana lessonae, crecidas a
temperaturas altas presentaron menor tamafio corporal y un desempefio de salto
menor. Segin Benavides (2003), quien midié las tasas metabolicas de larvas y el
peso corporal de los postmetamorficos de Bufo spinulosus de cuatro localidades,
encontr6 que las larvas de El Tatio presentaron tasas metabdlicas altas, en relacién a
las larvas de Farellones y de otras localidades similares en altitud y latitud a
Quebrada de Jere. Por otra parte, Benavides (2003) encontré que el peso corporal de
los postmetamorficos de El Tatio era también superior a los postmetamorficos de las
otras localidades, casi duplicandolos. Dado lo anterior, es posible argumentar la
existencia de una mayor masa muscular para los postmetamorficos de esta localidad
en comparacion a los de Farellones, lo cual podria explicar la mayor distancia de
salto de estos postmetamarficos.

La ausencia de correlacion entre la velocidad de nado de las larvas y el desempefio
de salto, en las tres localidades, sugiere la existencia de un desacople entre estos dos

rasgos fisiologicos. De esta forma, las larvas que nadaron mdas rapido son las
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provenientes de Farellones, y los postmetamoérficos de El Tatio son los que
presentaron mayor distancia de salto. Este resultado es concordante con Watkins
(2001), quien no encontré correlacion entre el desempefio locomotor de larvas y
postmetamoérficos de Hyla regilla. Esta diferencia, puede deberse en parte, a que los
procesos fisiologicos involucrados en el nado y en el salto son diferentes (Rome ef
al, 1992; Navas, 1996), y por lo tanto, la dependencia termal del desempefio de nado
y de salto no es necesariamente la misma (Navas et al, 2008). Una diferencia es que
el salto es una sola contraccion muscular, mientras que el nado involucra la cola y
movimientos ciclicos de las extremidades posteriores (Navas, 1996). Por lo tanto, es
esperable que estos desempefios no estén correlacionados, ya que las estructuras
involucradas en el nado y en el salto son diferentes.

Como conclusién, este estudio sugiere que, a excepcion del SVL y la distancia de
salto, tanto el origen geografico como el ambiente térmico larval producen cambios
en los rasgos observados. De este modo, la interaccion temperatura-localidad jugaria
un rol importante en el tiempo a la metamorfosis, la tasa de crecimiento, el
desempefio de nado y el tamarfio de la extremidad posterior de los postmetamarficos.
Este estudio aporta una aproximaciéon que ha incorporado a la comparacion de
atributos, como crecimiento, tamafio a la metamorfosis y desempefio locomotor, la
variable procedencia geografica, permitiendo un andlisis mas integral de las
variaciones observadas en estos rasgos en las poblaciones naturales. Esto ha
permitido proponer que los fenotipos estudiados en su expresion dependen de
distintos factores hilados en una trama compleja de efectos, determinados tanto por
procesos locales como por el potencial de plasticidad de cada rasgo evaluado.

Futuros estudios que se orienten a entender la relacién entre rasgos de historias de
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vida y el desempefio locomotor en otras especies de ectotermos, permitiran un
entendimiento mds cabal de estas interacciones y podran determinar si la variacion
genética podria ser una explicacion posible para la conservacion de la fisiologia

termal en ectotermos (Angilletta ef al, 2002).
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