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RESUMEN

Diversos factores ambientales inducen estados de estrés en organismos animales
propiciando manifestaciones fenotipicas como deformaciones anatémicas. Es por ello que
recientemente se estudian las distintas respuestas que genera el “estrés ambiental”,
definiéndose éste como el proceso mediante el cual los eventos ambientales o fuerzas,
llamadas estresores, amenazan la existencia de un organismo y su bienestar, a través del
cual el organismo responde. Los principales tipos de estrés ambiental se han categorizado
de la siguiente manera: estrés hidrico, estrés por temperatura, estrés por radiacién
ultravioleta (UV). Cada tipo de estrés provoca respuestas negativas en los organismos a
nivel individual y poblacional impactando de diferente forma segun el tiempo de
exposicién. Sin embargo, cuando dos o mas tipos de estrés se conjuntan pueden dar pie a
consecuencias mayores que afectarian incluso a nivel comunidad. Los aspectos biolégicos
y ecoldgicos de una gran parte de los anuros mexicanos siguen siendo desconocidos, por
lo que cada caracteristica que se estudia sobre ellos genera conocimiento sobre sus
habitos y nos ayuda a establecer el papel que juega en su entorno. Hyla (Dryophytes)
arenicolor, Spea multiplicata e Hyla (Dryophytes) eximia (eximius) son especies
ampliamente distribuidas que aparentemente coexisten en gran parte del Altiplano
mexicano, sin embargo, sus estrategias reproductivas acudticas son diferentes. En el
presente trabajo se analizaron cuatro principales aspectos de este ensamble de anuros los
cuales podrian generar respuestas a otros anuros con habitos similares y estrategias
reproductivas ante el estrés ambiental presente en la actualidad. Para la primera parte se
registraron datos en campo durante cinco afos para conocer la distribucion espacio-
temporal, abundancia, desarrollo larval y la implicacién que factores climaticos pudieran
tener con estas especies, mediante monitoreo en campo y por datos climatoldgicos
mostrando que los afios con mayor retraso en lluvias repercuten en la aparicion y periodo
de permanencia en la zona. Esto ademas acelerd el periodo larval de S. multiplicata,
mientras que en las otras dos especies no, esto puede generar problemas en sus
poblaciones, dado que se acortan los tiempos de reproduccién, migraciéon y los ciclos de
vida desde renacuajo hasta adulto pueden comprometerse. Para la segunda parte se
registraron sus temperaturas corporales (tb), las temperaturas ambientales (ta y ts) asi
como sus temperaturas operativas (to). En el laboratorio se registr6 su temperatura
preferida (tset). Los resultados mostraron que H. arenicolor fluctia entre la tigmotermia y
la heliotermia, mientras que S. multiplicata se inclina hacia la tigmotermia. A pesar de que
se mostraron diferencias entre las especies estudiadas, ambas prefirieron temperaturas
corporales similares en el campo, quizas porque estan expuestas a los mismos factores
ambientales y ambas toleran la exposicion directa, gracias a la estructura de su piel. Sin
embargo, ambas especies estan en constante estrés debido a la fragmentacion del
habitat, la contaminacion y el estrés ambiental. De modo que, tienen que solventar sus
requerimientos invirtiendo menor o mayor energia para termorregular. En la tercera parte
se analizd el efecto de la radiacion y temperatura sobre éstas especies, debido a que el
incremento de éstos puede ser altamente negativo sobretodo en areas abiertas donde la
radiacion es mas directa causando dafios a nivel individuo y al generarse mas calor en las
puestas, se induce a una eclosién y desarrollo temprano o bajo éxito en la sobrevivencia.
Las especies con diferencias en estrategias y habitos podrian o no, contrarrestar esto. Asi
que el determinar el efecto de la temperatura y radiacion UV-B en larvas de anuros con
requerimientos y fenologia diferenciales resulta relevante para realizar aproximaciones




dirigidas a otras especies con similar comportamiento y estrategias reproductivas. Para
ello se obtuvieron larvas de cada especie y se realizaron experimentos con un método
modificado de Blaustein et al., 1998, en lo que se refiere a la temperatura se realizdé un
experimento similar bajo tres diferentes temperaturas. Los resultados obtenidos
muestran diferencias significativas entre las tres especies de estudio, asi como efectos
negativos en la sobrevivencia para la especie con habitos semiacuaticos (Hyla eximia),
mientras que la de habitos fosoriales (Spea multiplicata) resulta menos afectada, el
tiempo a la metamorfosis también mostré diferencias entre tratamientos y especies, la
cual se aceleré6 a mayor temperatura y radiacién UV-B. Las tres especies presentan
afectaciones; sin embargo, éstas parecen incrementar cuando la piel es mas delgada y la
especie estd mas ligada a los ambientes acudticos. En la Ultima parte se observo el efecto
de la temperatura y deshidratacion en las tres especies, puesto que tienen efectos
fisioldgicos en varias conductas de los anfibios, tal es el caso de la locomociodn, la cual
puede verse afectada o modificada en su totalidad. Con el reciente cambio climatico se
han presentado fluctuaciones continuas en temperatura, humedad y estacionalidad, lo
gue puede ser un grave problema para especies de anuros que involucran habitos y
estrategias ligadas a estos factores. Al analizar el efecto de la temperatura y la humedad
en la locomocién de las tres especies de anuros se puede conocer el grado de afectacion a
éstos. Para ello, se obtuvieron 15 organismos adultos de cada especie y se realizaron
experimentos de acuerdo con el método de Preest & Pough, 2003. Los resultados
muestran diferencias significativas entre las tres especies, asi como efectos negativos en
las respuestas locomotoras y de Punto Critico de Actividad para H. eximia de habitos
semiacuadticos, mientras que H. arenicolor (semiterrestre), tiene menor afectacién; por
otra parte, S. multiplicata (fosorial) resulta la especie que mas pronta recuperacion
presenta en cuanto al Punto Critico de Actividad. Esto puede brindar un panorama de
posibles especies susceptibles ante cambios climaticos ineludibles.




ABSTRACT

Several environmental factors induce stress in animal organisms causing phenotypic
manifestations such as anatomical deformations. That is why we recently studied the
different responses generated by "environmental stress", defining it as the process by
which environmental events or forces, called stressors, threaten the existence of an
organism and its welfare, through which the organism responds. The main types of
environmental stress have been categorized as follows: water stress, temperature stress,
ultraviolet (UV) radiation stress. Each kind of stress provokes negative responses in
organisms at the individual and population level, impacting differently according to the
exposure time. However, when two or more types of stress come together they can lead
to major consequences that would affect even at the community level. The biological and
ecological aspects of a large part of the Mexican anurans remain unknown, so that each
feature studied about them generates knowledge about their habits and helps us to
establish the role they play in their environment. Hyla (Dryophytes) arenicolor, Spea
multiplicata and Hyla (Dryophytes) eximia (eximius) are widely distributed species that
apparently coexist in much of the Mexican Altiplane, however, their aquatic reproductive
strategies are different. In the present work four main aspects of this assemblage of
anurans were worked on, which could generate responses to other anurans with similar
habits and reproductive strategies to the present environmental stress. For the first part,
data were recorded in the field for five years to know the spatio-temporal distribution,
abundance, larval development and the implication that climatic factors could have with
these species, through field monitoring and climatological data showing that the years
with the highest delay in rains have an impact on the appearance and period of stay in the
area. This also accelerated the larval period of S. multiplicata, while in the other two
species no, this can generate problems in their populations, since shortened reproduction
times, migration and life cycles from tadpole to adult can be compromised. For the second
part, their body temperatures (tb), environmental temperatures (ta and ts) as well as their
operating temperatures (to) were recorded. In the laboratory, its preferred temperature
(tset) was recorded. The results showed that H. arenicolor fluctuates between
tigmothermia and heliothermia, whereas S. multiplicata leans towards tigmothermia.
Although there were differences between the species studied, both preferred similar body
temperatures in the field, perhaps because they are exposed to the same environmental
factors and both tolerate direct exposure, thanks to the structure of their skin. However,
both species are in constant stress due to habitat fragmentation, pollution and
environmental stress. So, they have to solve their requirements by investing less or more
energy to thermoregulate. In the third part, the effect of radiation and temperature on
these species was analyzed, because the increase of these can be highly negative
especially in open areas where radiation is more direct causing damage at the individual
level and generating more heat in the egg laying, it is induced to a hatching and early
development or low success in survival. Species with differences in strategies and habits
may or may not counteract this. So, determining the effect of temperature and UV-B
radiation on larvae of anurans with differential requirements and phenology is relevant to
perform approximations directed to other species with similar behavior and reproductive
strategies. To accomplish this, larvae of each species were obtained and experiments were
carried out with a modified method by Blaustein et al., 1998. In terms of temperature, a
similar experiment was carried out under three different temperatures. The results show




significant differences between the three species of study, as well as negative effects on
survival for the species with semi-aquatic habits (Hyla eximia), while that of fossorial
habits (Spea multiplicata) is less affected, time to metamorphosis also showed differences
between treatments and species, which accelerated at higher temperature and UV-B
radiation. The three species have affectations; however, they seem to increase when the
skin is thinner and the species is more linked to aquatic environments. In the last part the
effect of temperature and dehydration was observed in the three species, since they have
physiological effects in several behaviors of amphibians, such is the case of locomotion,
which can be affected or modified in its entirely. With the recent climate change there
have been continuous fluctuations in temperature, humidity and seasonality, which can
be a serious problem for anuran species that involve habits and strategies linked to these
factors. When analyzing the effect of temperature and humidity on the locomotion of the
three species of anurans, the degree of affectation to them can be known. To this end, 15
adult organisms of each species were obtained and experiments were carried out
according to the method of Preest & Pough, 2003. The results shown significant
differences between the three species, as well as negative effects on the locomotor and
Critical Activity Point responses for H. eximia of semiaquatic habits, while H. arenicolor
(semi-terrestrial), has less affectation; on the other hand, S. multiplicata (fossorial) is the
species that has the fastest recovery in terms of the Critical Activity Point. This can provide
an overview of possible susceptible species in the face of unavoidable climatic changes.




INTRODUCCION

En la actualidad existe una gran preocupacién por el declive global en las poblaciones de
anfibios debido a que las ultimas décadas registraron un notable incremento en la pérdida
o disminucién de estas especies (Blaustein & Wake, 1990; Phillips, 1990; Weyrauch &
Grubb, 2004), esto aunado a la contaminacién y los cambios en factores abidticos tales
como clima, precipitacion, entre otros, ha llevado a la formulacién de preguntas y posibles
respuestas del porqué de este fendmeno. Una perspectiva posible es el “estrés ambienta
al que estdn sometidas las poblaciones de anfibios a lo largo de los ultimos afios, tal es el
caso del cambio de uso de suelo por causas antropogénicas (Kerr and McElroy, 1993),
desecacion de cuerpos de agua por efecto de la temperatura, contaminacion de sistemas
acuaticos, fendmenos naturales, entre otros.

III

Estrés.

A mediados de los afios 90°s se consideraba que el “estrés” era todo aquello que impone
demandas de ajuste a un individuo, mientras que las reacciones de estrés o respuestas
conductuales del proceso se referian a las demandas ambientales, eventos o fuerzas.
Ademas, se resaltaba que el ambiente podia ser recurso de satisfaccion pero también de
irritacion y molestia, y frecuentemente puede ser ambos a la vez (Halpern, 1995).

También se ha definido como “estrés” al conjunto de respuestas bioquimicas o fisiolégicas
que definen un estado particular del organismo diferente al observado bajo un rango de
condiciones 6ptimas (Basurto-Sotelo et al., 2008). Diversos factores ambientales inducen
estados de estrés en organismos vegetales y animales propiciando manifestaciones
fenotipicas como deformaciones anatdmicas. Es por ello que recientemente se ha
comenzado a estudiar las distintas respuestas que genera el “estrés ambiental”,
definiéndose éste como el proceso mediante el cual los eventos ambientales o fuerzas,
llamadas estresores, amenazan la existencia de un organismo y su bienestar, a través del
cual el organismo responde a la amenaza (Baum et al., 1982).

El proceso de adaptacion a los estresores, en realidad es una actividad cotidiana, en
algunos casos los cambios son menores y es posible adaptarse a ellos incluso sin
conciencia; no obstante, en otras ocasiones, los cambios pueden ser severos y claramente
amenazadores (Mejia, 2011). Numerosos trabajos realizados en peces, reportan
mediciones de las respuestas primarias asi como cambios en la adecuacidn individual
como indicadores de estrés que, cuando van mas alld de la tolerancia, ocasionan la
muerte o en casos menos severos, afectan el crecimiento (McCormick et al., 1998),
predisponen a enfermedades (Robertson et al., 1987, Kaatari & Tripp, 1987) o
imposibilitan la resistencia a nuevas situaciones de estrés (Schreck, 2000).

Sin embargo, los efectos del estrés a nivel poblacional, aunque dificiles de comprobar, son
los que tienen mayor relevancia ecoldgica. Estos se manifiestan por la reduccién en los
procesos de desove (Billard et al., 1981, Hontela, 1997), pobre calidad de la progenie y
disminucion de la poblacidn (Schreck et al., 2001), entre otros aspectos. Multiples factores
ambientales inducen estados de estrés.




Los principales tipos de exposicion a estrés ambiental en organismos vegetales y animales
se han categorizado de la siguiente manera:

e Estrés hidrico.

e Estrés por alta y baja temperatura.

e Estrés por alta y baja irradiacion.

e Estrés por alta y baja radiacién ultravioleta (UV).
e Estrés por salinidad.

e Estrés nutrimental.

e Estrés por toxicidad de metales pesados.

Cada uno de los tipos de estrés provocan de manera general, respuestas negativas en los
organismos a nivel individual y poblacional (Schreck et al., 2001), impactando de diferente
forma segln el tiempo de exposicidn y el tipo de estrés. Sin embargo, cuando dos o mas
tipos de estrés se conjuntan pueden dar pie a consecuencias mayores que afectarian
incluso a nivel de la comunidad (Hader et al., 2007).

En lo que se refiere al estrés provocado por la Radiacion UV-B, se considera que es uno de
los factores de estrés que ha venido cobrando fuerza desde hace unas décadas, en dénde
muchos organismos acuaticos y semiacudticos como los anfibios, se han visto expuestos,
lo que les ha provocado cuantiosos dafios, entre los que se pueden mencionar; dafio
celular, muerte de las puestas y embriones, alteraciones en el desarrollo, alteraciones
anatdmicas, etc. (Belden & Blaustein, 2002). Esto ademas, repercute de manera
significativa a nivel de interacciones ecoldgicas puesto que muchas especies acuaticas o
semiacudticas como en este caso los anfibios, juegan un papel importante dentro de las
cadenas troficas actuando como depredadores tope o como presas (Hader et al., 2007).

Una de las caracteristicas que acompafia a la degradacion de los habitats es la disminucién
del volumen de agua en los sistemas acudticos y por ende el aumento de radiacién UV-By
de temperatura tanto del agua como del ambiente (Blaustein, et. al, 2003), de ahi que
algunos estudios han encontrado una asociacidn entre la presencia y riqueza de anfibios
en habitats con areas inundadas (Hecnar & M’Closkey, 1997; Knutson et al., 1999; Vallan,
2000) asi como con una Optima calidad de agua. Durante la ultima década se ha
incrementado la valoracion de los habitats acuaticos los cuales son fuertemente afectados
por el paisaje terrestre circundante (Jansson et al., 2007). Los ecosistemas terrestres
proveen de un importante subsidio energético a los cuerpos de agua y una serie de
refugios y proteccidn a la exposicién de radiacién UV-B, creando ademas un mosaico de
microclimas y su alteracién puede causar graves consecuencias con base en caracteristicas
fisicas y quimicas afectando a las comunidades acudticas y semiacudticas (Allan, 2004).

Dentro de los principales puntos a entender con respecto a este tema, es la relacidn que
existe entre los anfibios y el habitat que explotan (Fellers and Drost, 1993), siendo que los
ambientes naturales han sido rapidamente degradados. Las tasas de cambio, por ejemplo
de temperatura se han ido acelerando, lo cual genera mayor estrés y que comparado con
otros vertebrados, los anfibios tienen capacidades relativamente pobres de dispersion
dado que sus movimientos son limitados por restricciones fisiolégicas de acuerdo a
diversos requerimientos del ambiente (Weyrauch & Grubb, 2004).




La Sierra de Guadalupe en el Estado de México, constituye una de las areas naturales
protegidas mas importantes de la zona centro del pais dado el impacto positivo que tiene
en los mantos freaticos del Valle de México (Cedillo et al., 2007), puesto que mantiene
una buena extension territorial de vegetacion tipica de zonas templadas y resulta una
zona ideal para estudiar estas condiciones que afectan el desarrollo y la sinergia entre las
distintas especies de anfibios. Ademas, por otro lado muestra algunas problematicas
ambientales como el impacto de la zona urbana aledafia a esta area, lo cual
probablemente acreciente el aumento de T° y UV-B. Dentro del ANP, se encuentra un
ensamble de anfibios el cual ya ha sido registrado anteriormente (Méndez de la Cruz et
al., 1992), dichas especies tienen un intervalo de distribucién alto en el pais, éstas son:
Hyla arenicolor, Hyla eximia (ahora género Dryophytes) y Spea multiplicata, los cuales
coexisten manteniendo diversas relaciones ecolégicas dentro del gradiente acuatico y
terrestre que habitan, ademds de mostrar diversas estrategias reproductivas (desde
huevos totalmente acudticos hasta oportunistas) que se verian afectadas de diferente
manera de acuerdo al estrés ambiental; sin embargo, no se han documentado las posibles
afectaciones y actualmente estas especies se encuentran sometidas a diversos factores
ambientales que han mermado sus poblaciones y que posiblemente han extirpado del
area a algunas de ellas.

Es por ello que esta zona nos presenta una oportunidad Unica para evaluar la importancia
de las condiciones que paulatinamente han ido cambiando en el ambiente (temperaturay
radiacion UV-B) anteriormente mencionados y su efecto no solo en la presencia y
distribucién de este ensamble de anfibios sino en el desarrollo y sobrevivencia
intraespecificos. Del mismo modo, ofreceria respuestas a condiciones futuras de estrés
ambiental de acuerdo a las caracteristicas propias de las especies las cuales podrian verse
afectados o no. Por consiguiente, lo observado en campo y los experimentos llevados a
cabo en laboratorio proporcionan aspectos que pueden tomarse en cuenta para fines de
conservaciéon no solo de las especies de anfibios, sino de otras tantas, dadas las escalas en
las que influyen.

Organismos semiacuaticos como los anfibios necesitan mayor atencion dada la
heterogeneidad espacial de los habitats que utilizan para vivir. Muchos de ellos parecen
estar restringidos por limitantes bidticos tales como temperatura e hidroperiodo,
principalmente en los estadios larvarios. Dichos factores no solo limitan el habitat donde
se encuentren, sino que repercuten en cuanto a la viabilidad de una poblacién en ese
lugar (Warner et al., 1993; Dayton & Fitzgerald, 2001).

Este taxa constituye el mayor grupo de organismos semiacudticos y con frecuencia
ofrecen respuestas a escalas multiples constituyendo una importante funcién a nivel
paisajistico (Davic & Welsh, 2004). Permiten un considerable flujo de energia y biomasa
entre ecosistemas terrestres y acuaticos y se enlistan como especies clave dentro del
entorno que habitan (Gibbons et al. 2006, Whiles et al. 2006). Ademas de formar
complejas interacciones ecolégicas entre las especies de anfibios que cohabitan y sus
presas o depredadores.




FENOLOGIA

En general, la distribucidn local de muchos anfibios se limita constantemente por las
restricciones que demandan los estadios larvales acuaticos (Skelly et al. 1999). Los anuros,
orden al cual pertenecen las especies de estudio, gastan la primera parte de su vida como
herbivoros acuaticos y la ultima parte como carnivoros terrestres. El estadio larval esta
dedicado solamente al crecimiento, mientras que en estado adulto lo mas importante es
la reproduccién, dispersion y sobrevivencia en las diversas condiciones climaticas (Wilbur,
1980).

En este caso, las especies de estudio, aunque no difieren demasiado filogenéticamente, al
menos en dos casos (Hyla arenicolor e Hyla eximia), si lo hacen en su fenologia y
requerimientos. A continuacidén una breve descripcién de ellas:

ESPECIES DE ESTUDIO.

Hyla arenicolor Cope (1886) (ahora género Dryophytes)
Ranita de las rocas

Esta especie se caracteriza por presentar la piel dorsal con tubérculos y presencia de
ventosas agrandadas en la punta de los dedos. La talla mds grande la presentan algunos
machos donde llegan a alcanzar unos 57mm de LHC (Longitud hocico-cloaca). El vientre es
ligeramente granular. El timpano tiene un medio de la anchura del ojo aproximadamente
y tiene un pliegue de piel en su orilla superior. Dedos de las manos sin membrana
interdigital y los de los pies la presentan en un medio de su longitud. En machos la base
del pulgar es mucho mas gruesa. La coloracién es generalmente gris o café opaco, con
incipientes manchas o puntos oscuros. Las extremidades estan bandeadas, el vientre es
blanco, pero en vida “la ingle, las superficies anteriores y posteriores de los muslos y las
superficies ventrales de las extremidades posteriores son naranja-amarillo”

Su distribucidn va desde las montanas al sur de Colorado, oeste de Nuevo México y sur de
Arizona extendiéndose hacia el sur hasta Guerrero y norte de Oaxaca, a altitudes de 300-
3000 msnm.

Se le encuentra cerca de arroyos, en paredes rocosas, desde desiertos y pastizales con
mezquites, hasta bosques de pino y pino-encino.

Hyla eximia Baird (1854) (ahora género Dryophytes especie eximius)
Ranita de montafia

Es una especie pequena, con una LHC de 36mm para los machos y de 45mm para las
hembras. Membrana axilar ausente, extremidades moderadamente cortas. Sin membrana
interdigital en las manos y en los dedos de los pies la membrana cubre 2/3 de su longitud.
La coloracién es verde brillante, con una raya lateral café oscura a lo alrgo del lado, desde
detrds del ojo hasta la ingle. Esta raya esta bordeada por encima y frecuentemente por
debajo con orillas blancas.

La superficie dorsal de cuerpo y extremidades es lisa, con el abdomen muy granular. El
timpano es pequeno con un didmetro que va del 47% a59% del diametro del ojo.




Su distribucién va del sur de Durango, Nayarit, Zacatecas, Jalisco, Aguascalientes,
Michoacan, México, Morelos, Guerrero, Puebla, Tlaxcala, Veracruz, Hidalgo, Querétaro,
Guanajuato, San Luis Potosi, suroeste de Tamaulipas y Distrito Federal.

Ocupa principalmente bosques de pino-encino a altitudes entre 900 y 3400 msnm.

Spea multiplicata (Cope, 1863)
Sapo de espuelas mexicano.

Es una especie de talla pequefia a mediana. Tienen la piel de la parte superior
conspicuamente verrugosa, cubierta por tubérculos grandes, cabeza plana o ligeramente
concava entre las drbitas; palmas lisas, dedos de las manos sin membrana interdigital; en
machos, dedos internos de las manos agrandados, cornificados y ennegrecidos; plantas de
los pies lisas excepto por un tubérculo metatarsal interno grande y negro
aproximadamente tan ancho como largo.

Su distribucién es amplia, extendiéndose desde la mayor parte de Nuevo México hacia el
oeste de Arizona; hacia el este, hasta el oeste de Texas y hacia el sur hasta el norte de
Sonora y a través del desierto de Chihuahua, hasta el eje Transvolcdnico; también habita
desde la Sierra Madre Occidental del centro-oeste de Chihuahua hacia el sur hasta la
region montafiosa de Oaxaca.

El habitat tipico son las regiones semiaridas de desierto de Chihuahua hasta bosques de
pino-encino.

REPARTO ESPACIO-TEMPORAL DEL RECURSO.

Aunque las tres especies son caracteristicas de observarse en la época lluviosa, suelen
emerger en diferentes tiempos, cuando ciertos factores o caracteristicas se encuentran en
el ambiente. La mayoria de la ecologia larvaria de anfibios se puede generalizar en un
gradiente, con especies bien establecidas para coexistir, con depredadores vy
competidores que cohabitan en las charcas temporales. Por lo que factores abidticos
como el hidroperiodo y factores bidticos como las interacciones trabajan en un sistema
complejo de trade-offs que influyen en la habilidad de las larvas y el éxito de Ia
metamorfosis (Woodward 1982b, 1983, Skelly 1995, McDiarmid and Altig 1999);
caracteristicas que son importantes en los requerimientos de cada una de las especies.

RELACION ANFIBIO-TEMPERATURA.

En organismos ectotermos, la temperatura ambiental tiene gran influencia en el uso y
asimilacién de la energia y en la manera de obtener recursos e interactuar con otros
organismos (Bennet, 1990). Esto a su vez repercute en diversos aspectos relacionados a la
historia de vida de los mismos. Algunos estudios han registrado que la temperatura tiene
efectos fisioldgicos en varias conductas de los anfibios, tal es el caso de la alimentacién y
la actividad que pueden verse afectadas o modificadas en su totalidad (Lillywhite, et al.,
1973; Katz, et al., 1997; Wells, 2007).




El reciente cambio climatico ha traido consigo fluctuaciones continuas en el clima, lo que
ha provocado que ciertos ciclos de lluvias se vean alterados (Martinez, et al., 2009).

Sin embargo, algunos anfibios tienen la capacidad de regular su temperatura corporal,
moviéndose entre microhdabitats con diferentes temperaturas (Sinsch, 1984). Esto les
permite seleccionar las temperaturas dptimas para su buen desarrollo y crecimiento y
evitar de este modo, las temperaturas criticas para ellos.

Como parte de este trabajo, el capitulo dos aborda la importancia de conocer cémo se
comportan las especies de estudio en cuanto a su biologia termorreguladora, es decir, las
temperaturas en las que ellos se desenvuelven y que prefieren, para de este modo,
considerar mas adelante los grados de afectacidén que esta variable (temperatura) puede
desencadenar en ellos.
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Abstract.

Biological and ecological aspects of a large part of the Mexican anurans remains unknown,
so every feature that is studied about them generates knowledge about their habits and helps
us to establish the role that plays in their environment. Hyla arenicolor, Spea multiplicata
and Hyla eximia are widely distributed species that apparently coexist in much of the
Mexican Altiplane, however, their aquatic reproductive strategies are different. In the
present work field data were recorded for five years to know the spatio-temporal
distribution, abundance, larval development and the implication that climatic factors could
have with them, showing that indeed the years with the greatest delay in the rainfall
repercussions In the appearance and the period of permanence in the zone. This can also
accelerate the larval period in the case of S. multiplicata, however, in the other two species
it is not, and can cause problems in the populations of these, since shortening the
reproduction and migration times and the cycles of Life from tadpole to adult can
compromise. It is necessary to know more about the ecology of the species of Mexican
anurans, which are giving us possible answers of what happens not only at the local level,
but at the regional level.

Keywords: amphibians, environmental variables, presence, behavior, larval cycle.
Resumen.

Aspectos bioldgicos y ecoldgicos de gran parte de los anuros mexicanos se desconocen, por
lo que cada caracteristica que se estudia de ellos genera conocimiento de sus habitos y
ayuda a establecer el papel que juega en su entorno. Hyla arenicolor, Spea multiplicata e
Hyla eximia son especies con una amplia distribucién y coexisten en gran parte del
Altiplano Mexicano, sin embargo, mantienen estrategias reproductivas acuaticas diferentes.
En el presente trabajo se registraron datos en campo durante cinco afios para conocer la

distribucion espacio-temporal, abundancia, desarrollo larval y la implicacion que factores
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climaticos pudieran tener con estas especies, mediante monitoreo en campo y por datos
climatologicos mostrando que los afios con mayor retraso en lluvias repercuten en la
aparicion y periodo de permanencia en la zona. Esto ademas aceler6 el periodo larval de S.
multiplicata, mientras que las otras dos especiesno, esto puede generar problemas en sus
poblaciones, dado que se acortan los tiempos de reproduccién, migracion y los ciclos de
vida desde renacuajo hasta adulto pueden comprometerse. Resulta necesario conocer mas
sobre la ecologia de los anuros mexicanos, los cuales nos estan brindando posibles
respuestas de lo que sucede no solo a nivel local, sino a nivel regional.

Palabras clave: anfibios, variables ambientales, presencia, comportamiento, ciclo larval.

Introduccion:

En general, la distribucion local de muchos anfibios se limita constantemente
por las restricciones que demandan los estadios larvales acuéaticos (Skelly et al. 1999). Los
anuros, orden al cual pertenecen las especies de estudio, gastan la primera parte de su vida
como herbivoros acuéaticos y la ultima parte como carnivoros terrestres. El estadio larval
esta dedicado solamente al crecimiento, mientras que en estado adulto lo mas importante es
la reproduccion, dispersion y sobrevivencia en las diversas condiciones climéticas (Wilbur,
1980).

Se ha observado que muchos anfibios de zonas templadas migran cada afio a
estanques para la reproduccion y cria. A menudo los ambientes templados y mediterraneos
presentan un periodo corto para la reproduccién (Salvador y Carrascal, 1990). EI comienzo
y la duracion de este periodo se ve influido por factores diversos como la precipitacion y
temperatura (Salthe y Mecham, 1974; Semlitsch, 1985), asi como por factores bidticos,
tales como la competencia intra e interespecifica (Wilbur, 1980; Crump, 1982) que a

menudo actlan de maneras complejas afectandoles en sobrevivencia, desarrollo larval y
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metamorfosis. (Wilbur, 1987; Brockelman, 1969; Wilbur y Collins, 1973; DeBenedictis,
1974).

Debido a que con frecuencia muchas especies de anfibios se reproducen en el
mismo estanque, algunos utilizan la estrategia de segregacion temporal para evitar la
competencia y la presion de depredacion (Blair, 1961; Wilbur, 1980; 1987). Las especies
dividen el hébitat acuatico en el espacio o el tiempo para el apareamiento, reproduccion y
desarrollo larval ajustando el tiempo de acuerdo a estas condiciones y a los recursos
existentes en el sitio (Wilbur, 1980).

Las condiciones en los hébitats acuaticos entonces influyen fuertemente en la
duracién de la fase larvaria de anfibios, la cual puede durar semanas o incluso afios
dependiendo de la especie (Werner, 1986; Alford y Harris, 1988). Aunque el tiempo y la
talla en la metamorfosis son rasgos de historia de vida flexibles, la duracién minima y
maxima durante este periodo son generalmente delimitadas por las especies (Wilbur y
Collins, 1973; Smith, 1987; Alford y Harris, 1988). En ambientes acuaticos agrestes o de
corta duracion, las larvas se transforman de forma réapida y con un tamafio pequefio debido
al secado rapido de los estanques, a los altos niveles de competencia o depredacién. Sin
embargo, bajo condiciones favorables, las larvas pueden posponer la metamorfosis y se
benefician con un mayor crecimiento y gran tamafio cuando ocurre ésta (Alford, 1999).
Hyla arenicolor, Hyla eximia y Spea multiplicata son especies que a menudo pueden
observarse en la época lluviosa en sitios de Bosques templados, sin embargo, suelen
emerger en diferentes tiempos. La mayoria de la ecologia larvaria de anfibios se puede
generalizar en un gradiente, con especies bien establecidas para coexistir, con depredadores
y competidores que cohabitan en las charcas temporales. Por lo que factores abioticos como
el hidroperiodo y factores bidticos como las interacciones trabajan en un sistema complejo

de costos-beneficios que influyen en la habilidad de las larvas y el éxito de la metamorfosis
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(Woodward 1982b, 1983, Skelly 1995, McDiarmid y Altig 1999). Por lo que el determinar
la distribucion espacio-temporal de estas tres especies resulta importante a fin de distinguir
los requerimientos de cada una de ellas. Ademas en el presente trabajo se examina la
posible influencia de los factores ambientales tales como temperatura, precipitacion y
humedad en el inicio y termino de la reproduccién y en la presencia o ausencia de las
especies.
Material y Método:

Se estudiaron las poblaciones de tres especies de anuros, Hyla arenicolor, Hyla
eximia y Spea multiplicata en dos estanques y una presa a partir de mayo de 2008 a
noviembre de 2012. El area de conservacion consta de alrededor de 7000 ha y es el Area
Natural Protegida “Sierra de Guadalupe” ubicada en el Estado de México, se encuentra
representada por especies vegetales de Quercus deserticola, Q. rugosa y otras especies
como son: huizache (Acacia farnesiana), tepozan (Buddleja americana), cuajilote
amarillo (Bursera sp.) y Opuntia imbricata, O. lasiacantha y O. streptacantha. Los
estanques se encuentran rodeados de Bosque de encino y matorral xero6filo, las lagunas
estan a menos de 1ha entre una y otra. Uno de los estanques tiene un hidroperiodo casi
permanente, mientras que los demas se secan en su mayoria durante el invierno vy
primavera. En los sitios se registraron datos de presencia de las especies, fecha, sexo, grupo
de edad, asi como las temperaturas del aire y del agua, mientras que a la par se compilaron
datos de humedad relativa y precipitacion por medio de la estacion meteoroldgica de la
zona (Sistema de Monitoreo Atmosférico de la Ciudad de México, Sierra de Guadalupe).

Una vez obtenidos los datos por afio y por mes de cada especie, asi como con
las variables ambientales (temperatura, humedad y precipitacién), se procedié a analizar la
presencia anual de cada una, la distribucion en espacio-tiempo, la proporcion de sexos y el

desarrollo larvario hasta la metamorfosis por registros periddicos en la zona de estudio. Se
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realizaron Andlisis de Varianza (ANDEVA) para conocer si existian diferencias entre las
especies con respecto a desarrollo larvario, meses de aparicion y actividad, mientras que

para conocer diferencias con respecto a los afios de muestreo se realizaron t-student.

Resultados:

Se obtuvieron 1328 registros totales de las tres especies contando metamorfos
(crias), jovenes y adultos, siendo S. multiplicata la que obtuvo el mayor ndmero de
registros (1060), siguiéndole H. arenicolor con 180 registros y la menos abundante fue H.
eximia con 88 registros. En lo que se refiere a la distribucion espacio- tiempo los resultados
no mostraron diferencias en cuanto a la ocupacién de las charcas (P = 0.594) ya que éstas
fueron ocupadas indiscriminadamente por las tres especies, no obstante, se evidencid que
éstas se encuentran ligadas a las primeras lluvias constantes. Es asi que los afios 2008 al
2010 se vieron mayormente favorecidos con la presencia y el periodo de duracion de las
tres especies, mientras que los afios 2011 y 2012 el periodo de permanencia de las especies
fue mucho menor, en el caso de H. arenicolor en el 2011 solo permanecié dos meses a
diferencia de los cuatro a cinco meses que estuvo presente en los otros afios y en el caso de
H. eximia su presencia se observo dos meses cada afio (Fig. 1) pero se vio menguada su
abundancia limitandose a solo siete registros en 2011 y 2012 (tres y cuatro registros
respectivamente).

Las especies mostraron un pico de actividad que abarcdé de las 5:00 a las
00:00h, siendo H. arenicolor la Gnica que abarcé dos horarios, de las 09:00-12:00 y de las
17:00-00:00h mientras que S. multiplicata registr6 actividad de las 18:00-22:00h e H.
eximia una actividad que abarcé de las 19:00-00:00h. No obstante, no hubo diferencias en

el periodo de actividad de las especies, el Analisis de Varianza registré una (P = 0.694)

(Fig. 2).
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La proporcidn de sexos también mostrd diferencias entre las especies, ANOVA
(P = 0.008), y solo en el caso de H. eximia y S. multiplicata la prueba de t-student
evidencio diferencias entre los sexos (P = 0.047 y P = <0.001) (Fig. 3).

El desarrollo larvario estuvo igualmente ligado al régimen de lluvias anual y la presencia de
humedad, resaltando que en los afios con menor tiempo de lluvias el desarrollo larvario se
acelerd en S. multiplicata, mientras que en el resto de las especies esto no alteré el tiempo
de desarrollo (Fig. 4).

Discusion:

La distribucion espacial de las especies resultdé similar debido a que las
condiciones de las charcas les favorecieron en disponibilidad de refugios como rocas y
plantas; asi como en abundancia de presas las cuales fueron generalmente pequefios
crustaceos y cladoceros (Daphnia sp.), también se beneficiaron con los factores abidticos
presentes como la profundidad (50-150cm) y pH (7-7.5) los cuales resultan éptimos para la
reproduccion de estas especies, por lo cual no existio variacion anual. En este sentido, se
muestra que un ambiente adecuado para las especies que habitan cuerpos de agua pequefios
y aislados y se encuentran inmersos en vegetacion continua, resultan importantes para
mantener la diversidad bioldgica (Conner, et al., 2008). En cuanto a la temporalidad de las
especies se encontrd que estuvo ligado a la aparicién de las primeras lluvias y la presencia
de humedad en el ambiente y se observd que éstas acortaron su presencia en los afios donde
la lluvia y la humedad fueron menores o tardias, sin embargo, no se observaron tendencias
claras de que el cambio en el clima, en este caso en el régimen de lluvias afecte la presencia
y reproduccion de las especies coincidiendo con lo que argumenta (Beebe, 1995).

El periodo de actividad mostré ser muy similar entre las especies, sin embargo,
la Gnica que registrd dos picos de actividad fue H. arenicolor la cual no solo mostré habitos

crepusculares o nocturnos, sino también diurnos, esto puede estar relacionado con las
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caracteristicas morfofisiolégicas de la especie debido a que presenta la piel cubierta de
tubérculos que ayudan a conservarse hidratadas ya que secretan una sustancia lipidica. Las
especies solo se encontraron desfasadas por una hora en promedio para iniciar su actividad.
Sin embargo, H. eximia tuvo una baja notoria en su poblacion durante los dos afios que se
registraron con mayor retraso en las lluvias en el pais.

La proporcion de sexos cambia en cada afio, sin embargo, hay afios en los que
se pudo observar una mayor proporcion de machos tal es el caso de los afios 2010, 2011 y
2012 y probablemente esto también se haya reflejado en la baja abundancia de organismos
en estos anos.

El desarrollo larvario se mantuvo muy similar durante los afios de estudio,
excepto en S. multiplicata donde se observd menor tiempo en el inicio de la metamorfosis
durante los afios donde las lluvias fueron mas tardias, esto pudiendo deberse a la conducta
oportunista que presenta esta especie que en otros estudios ha acelerado o retardado el
inicio a la metamorfosis dependiendo la disponibilidad de alimento, temperatura (Buchholz,
2000) e incluso la temporalidad de las charcas.

Las diferencias entre las especies en el reparto de los recursos espacio-temporales, los
horarios de actividad y el desarrollo larval pueden ser muestra de las relaciones donde
varios rasgos o factores trabajen juntos, incluyendo el tamafio del estanque, preferencia
alimentaria, competencia y el riesgo a la depredacion tal como lo mencion6 (Buchholz,
2000).
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Introduction

Local distribution of many amphibians is limited by the
resfrictions demanded by the reproduction mode (Cushman,
2006). Evidently, aquaticlarval forms are part of these resfrictions
because they require adequate lapses of hydroperiod that may be
variable each year (Skelly ef al, 1999). Anurans, the order to
which study species belong, spend the first part of their lives as
aquatic herbivores (orin some cases as omnivores) and the latter
part as terrestrial camivores. The larval stage is only devoted to
growth, while adulthood is for reproduction, dispersion and
survival under different climatic conditions (Wilbur, 1980).

It has been observed that many temperate amphibians
migrate each year to ponds for breeding and rearing. Often the
temperate and Mediterranean environments present a short
period for reproduction (Salvador and Carrascal, 1990). The
beginning and duration of this period is influenced by diverse
factors such as precipitation and temperature (Salthe and
Mecham, 1974; Semlitsch, 1985), as well as by biotic factors,
such as infra and interspecific competition (Wilbur, 1980; Crump,
1982) which often act in complex ways affecting the survival,
larval development, and metamorphosis (Brockelman, 1969;
Wilburand Collins, 1973; DeBenedictis, 1974; Wilbur, 1987).

Because many species of amphibians often breed in the
same pond, some of them use the temporal segregation strategy
to avoid competition and predation pressure (Blair, 1961; Wilbur,
1980, 1987). Species divide the aquatic habitat into space or time
for mating, breeding and larval development by adjusting time
according to these conditions and to existing resources (Wilbur,
1980).

Conditions in aquatic habitats strongly influence the
duration of the larval phase of amphibian species, which may last
forweeks oreven years depending on the species (Wemer, 1986,
Alford and Harris, 1988). Although time and size in
metamorphosis are flexible life history traits, the minimum and
maximum duration inthis period are species-specific (Wilbur and
Collins, 1973, Smith, 1987, Alford and Hamris, 1988). In
unvafourable or short-lived aquatic environments, larvae rapidly
transform and become small in size due to rapid drying of ponds
and high levels of compefition or predation. However, under
favourable conditions, larvae may prolong metamorphosis and
become larger (Alford, 1999).

Hyla arenicolor, Hyla eximia and Spea multiplicata are
distributed in USA and Mexico from North of Chihuahua and
Tamaulipas unfil North of Oaxaca, Mexico. They are often
encountered in the rainy season in temperate forest areas;
however, they usually emerge at different times. Most larval
ecology of amphibians can be generalized in a gradient, with
species well established to coexist, with predators and
competitors in the temporary pools. Thus, abiofic factors (such
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ashydroperiod) and bioticfactors(such as interactions) workin
a complex cost-benefit system thatinfluences larval abilityand
the success of metamorphosis (Woodward 1982, 1983, Skelly
1995, McDiarmid and Altig 1999). Therefore determining the
spatio-temporal distribution of these three species is important
to distinguish the requirements of each of them. In addition, the
present work examines the possible influence of
environmental factors such as temperature, precipitation and
humidity atthe beginningand at the end of reproduction and the
limits that determine the presence (or absence) of a given

species.
Materials and Methods

The populations of three species of anurans, Hyia
arenicolor, H. eximia and Spea mulfiplicata were studied in two
ponds and a reservoir from May 2008 to November 2012. The
study area is about 70 km® and belongs to the Protected Natural
Area "Siera de Guadalupe" located in the State of Mexico. Plant
species, Quercus deserticola, Q. rugose, Acacia famesiana,
Buddieia americana, Bursera sp., Cilindropuntia imbricata,
Opuntia lasiacantha and O. streptacantha inhabit the study area.
The ponds are surrounded by oak forest and xerophytic scrubs
and with less than 1km distance between them. One of the ponds
has an almost permanent hydroperiod, while the others dry
mostly during winter and spring. Species presence, date, sex,
age group, aswell as air and water temperatures were recorded
at sites, while relative humidity and precipitation data were
compiled from the Atmospheric Monitoring System of the City of
Mexico, in order to be able to compare the changes that could
presentthe species between the years of study.

Once the data were obtained by year and month of each
species, as well as the environmental variables (temperature,
humidity and precipitation), we analyzed the annual presence of
each one, the distribution in space-time, sex ratio and the period
of larval development until the metamorphosis through periodic
records in the study area. Analysis of variance [ANOVA) was
carried out fo determine if there were differences between
specieswith respect to the time of larval development.

Circular statistics were used to determine the activity
schedule of each species using the Watson (Batschelet, 1981)
paired comparison test and the Kuiper K test, in orderto establish
if the activity schedules behave in a uniform way or there were
differences among species (Salgado-Ugarte ef al., 1993; 1995;
2009, 2011).

We compared the value of U’ calculated with the crifical
values of tables for Watson's U*. If the calculated value is higher
than the tables, we reject the null hypothesis, in this case the
uniformity in the activity schedule of the species and in the
Kuiper's K case applies similarly showing differences when the
calculated K is greater than thatof tables (Batschelet, 1981).
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Results and Discussion

A fotal of 1328 records of the three species, counting
metamorphs (young) and adults were obtained, with being S.
multiplicata the one with the highest number (1060}, followed by
Hyla arenicolor with 180 records and the least abundantwas H.
eximia with 88 records. Regarding the spatial-temporal
distribution, the results did not show significant (P = 0.594)
differences in the occupation of the ponds, since these were
occupied indiscriminately by the three species. However, it was
evident that these were linked to the first constant rains. Thus,
from 2008 to 2010 they were favoured by the presence and
duration ofthe three species, while in 2011 and 2012 the period of
permanence of the species was much lower. During 2011 H.
arenicolor remained only for two months unlike the four to five
months that were present in the other years. H. eximia was
present for two months each year (Fig. 2) but its abundance was
reduced, being limited fo only seven records in 2011 and 2012
(three and four records, respectively). The species showed a
peak activity from 17:00 to 00:00, with H. arenicolor being the only
one that presented a bimodal activity, from 09:00 to 12:00 and
from 17:00 to 00:00h while S. multiplicata showed activity from
18:00-22:00h and H. eximia from 19:00-00:00h (Fig. 3). The sex
ratio also showed significant differences among the species
(ANOVA, P = 0.008), and for H. eximia and S. multiplicata the t-
student test showed differences between the sexes (P = 0.047
and P=<0.001) (Fig. 4).

Another difference among the studied species was that
the sex ratio changed each year of study. The highest similarities
in sex ratio were found between S. muftiplicata and H. arenicolor
throughout the study, whereas H. eximia differed every year
because of a higher number of males, and even without females
in 2010, 25%in 2011 and 29% in 2012. Evidently, the effects of the
delay ofrainfall occurred in the first two years mentioned (Fig. 4).

The larval development was also linked to the annual
rainfall regime and the presence of humidity, emphasizing thatin
the years wih less rainfall the larval development was
accelerated in 8. multiplicata, whereas for the rest of the species
this did not alter the ime of development (Fig. 5).

Amphibians should restrict their activity ime during the
daywhen optimal conditions are present and their performance is
optimum (Duellman and Trueb, 1985; Donely and Crump, 1998).
Temperature and humidity are fundamental o these activities
(Pounds, 2001; Pounds, 2006). For example, in fropical regions
some amphibians may be active practically all day (Donelly and
Crump, 1998). However, in cold regions the schedules are much
more restricted, although some may be active at practically
freezing temperatures. In temperate regions amphibians are
restricted to the spring and summer seasons, when favourable
temperatures and summer rains occur, as is the case with most
amphibians inhabiting the semi-arid zones of Mexico (Buchholz
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and Hayes, 2000). This case is represented in this work with all
the studied species, where the presence is evident during the
summerrains.

One of the fundamental questions is whether the
organisms present their activity according to the phylogenetic
inertia or by a total influence of the environment in which they
inhabit (Buckley and Jetz, 2007). Hyla arenicolor and H. eximia
are closer phylogenetically, whie S. multiplicata belongs o a
different family (Pyron and Wiens, 2011). However, the activity of
the three species studied showed certain similarities. The spatial
distribution of species was also similar because pond conditions
gave them shelters, such as rocks and plants as well as providing
with abundant prey (crustaceans such as cladocerans). Abiotic
factors such as depth (50-150 cm) and pH (7-7.5) also favoured
the reproduction of these species. The results indicate that a
suitable environment for the species under study included small
and isolated water bodies with submerged vegetation, as
proposed forother amphibians (Conner etal., 2008).

As for the species' temporality, the presence of the three
species was defined by the first rains and the presence of
humidiy inthe environment. The data obtained during the present
study agree with that reported by McMenamin ef al. (2008), where
the climate impacts have adversely affected the presence of
populations of some amphibian species in Yellowstone National
Park and have caused their population decline. In addition, in the
present study it was observed that the three species restricted
their presence in the years where rainfall and humidity were minor
or late (Fig. 2). Likewise, no obvious effects were observed with
the delay in the rainfall regimen in terms of abundance, as noted
for H. arenicolor and S. multiplicata (Beebe, 1995). However, H.
eximia seems o be more sensitive, since it emerges when the
pool has a depth >50 cm. The effectof delays in the rainfall regime

Fig. 1: Map of Sierra de Guadalupe, México
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was evidenced by the marked decline of organisms in
subsequentyears (Fig. 2and 4).

The daily activity among studied species was delayed
maximum an hour. However, the only one that recorded two
peaks of activitywas H. arenicolor, that also shows crepuscular or
noctumnal habits even though found active during the day. Agroup
of anurans, such as H. arenicolor, have tubercles on the skin
which secrete a lipid substance that prevents desiccation and this
helps them tolerate solar radiation in adulthood (Hilman et al.,
2009).

The causes of declining species of a large number of
anurans have been focussed on diseases provocated by loss of
biodiversity, deforestation, infroduction of exofic species,
pesticides, efc. (Carey ef al, 2003). However, adverse factors
affecting sex ratio have been poorly documented. The present
study showsthatdue to the effecton rainfall regimes, this can lead
to fatal consequences for the stability of amphibians, as
documented earlier (Alexander and Eischeid, 2001; Cushman,
2006). H. eximia seems o suffer serious consequences because
the alteration in the rainfall regime had a significant effect on the
sex ratio during 2010 and the subsequentyears only showed a
slight recovery.

The larval development time in amphibians is highly
variable; it can last from a few days to three years as has been
observed in some species of Ascaphus and Rana. It has also
been recorded that some species may delay or accelerate this
process depending on the degree of predationin the ponds orthe
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drying time of the waterbodies (Denver, et al, 1998). For the
species studied here, the development time was similar during
the years of study, where a more similar pattern was registered
between H. arenicolor and H. eximia, with a period close to 60
days. S. multipficata showed plasticity inlarval development ime,
since in favourable years the development extended from one fo
two months, and in years with delayed rains, the duration in the
larval development accelerated to only 15 days. This seems to be
an opportunistic behaviour depending on the food availability,
temperature (Buchholz, 2000) and even the temporality of the
ponds.

The strategies used by the anurans in ferms of the
opportunities offered by ponds for reproduction and larval
development are well documented. These sfrategies have also
been recorded in anurans with aguatic eggs where the
characteristics of ponds coupled with abiotic factors such as
temperature, humidity and rainfall can alter the biological cycles
of these species. As observed here, the rainy season itself can
cause a decline inthe abundance of the species. In the years with
a greater delay in the rains the presence of the three species was
altered, although the most affected was H. eximia. However, it
seems that the phylogenetic constraints that exist between H.
arenicolor and S. multiplicata neither interfere in the preference of
the activity times, nor inthe sex ratio since these were similar. On
the other hand, H. arenicolorand H. eximia appeartoretain these
phylogenetic affinities in relation to larval development, whereas
S. multiplicata wasthe one that showed the greatest plasficity and
seems fo be the leastsusceptible to changesinrainfall. H. eximia,
on the other hand, proved to be the most sensitive to the limit of
putting at risk the sex ratio that could potentially lead to the
extinction ofthe population.
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CAPITULO 2

Relaciones térmicas y temperaturas preferidas en Dryophytes arenicolor y Spea
multiplicata (Amphibia: Anura) en un bosque templado del centro de México.
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ABSTRACT.
Dryophytes arenicolor and Spea multiplicata are two species that share a wide distribution
and coexist over most of their ranges, even though their phylogenetic origin, reproductive
strategy and reproductive phenology are quite different. The present study recorded their
body temperatures (tb), environmental temperatures (ta and ts), and operative temperatures
(to). We also recorded their preferred body temperature in the laboratory (tset). The results
show that Dryophytes arenicolor fluctuates between thigmothermy and heliothermy,
whereas Spea multiplicata was thigmothermic, even though its selected and field
temperature were not significantly different. Despite the many differences between the two
species we studied, both preferred similar body temperatures in the field. This similarity
may occur because they are exposed to the same environmental factors and both tolerate
direct exposure to the sun, thanks to the structure of their skin. However, both species are
under constant stress due to habitat fragmentation, pollution, and environmental. Thus, they
must meet their energy requirements by carefully allocating energy to thermorregulation.
Key words: anurans, environment, thermorregulation.

RESUMEN

Dryophytes arenicolor y Spea multiplicata son dos especies que comparten una amplia
distribucion y también coexisten en la mayor parte de ese rango, a pesar de que su origen
filogenético, estrategia reproductiva y fenologia reproductiva es muy diferente. En el
presente estudio se registraron sus temperaturas corporales (tb), las temperaturas
ambientales (ta y ts) asi como sus temperaturas operativas (to). En el laboratorio se registrd
su temperatura preferida (tset). Los resultados mostraron que Dryophytes arenicolor fluctia
entre la tigmotermia y la heliotermia, mientras que Spea multiplicata se inclina hacia la
tigmotermia, aunque las temperaturas seleccionadas y de campo no fueron

significativamente diferentes. A pesar de que se mostraron diferencias entre las especies
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estudiadas, ambas prefirieron temperaturas corporales similares en el campo, quizas porque
estan expuestas a los mismos factores ambientales y ambas toleran la exposicion directa,
gracias a la estructura de su piel. Sin embargo, ambas especies estan en constante estres
debido a la fragmentacién del hébitat, la contaminacion y el estrés ambiental. De modo que,
tienen que solventar sus requerimientos invirtiendo menor o mayor energia para
termorregular.

Palabras clave: anuros, ambiente, termorregulacion.

INTRODUCCION

En organismos ectotérmicos como los anfibios, la temperatura ambiental tiene una
fuerte influencia en la absorcion de energia, la adquisicion de recursos y las interacciones
con otros organismos (Bennet, 1990). Las temperaturas corporales de los anuros pueden
oscilar entre 21,3 + 2,4 ° C en Rhinella (Bufo) marina (Johnson, 1972) a 28,6-34,2 ° C en
Dryophytes arenicolor (Wylie, 1981).

Dentro de una especie, puede haber alguna variacién dependiendo del sitio de la
percha, ya que las perchas mas altas elevan la temperatura corporal en Hyperolius
marmoratus (Preest et al., 1992); o por estacidén, como en Buergeria japonica, donde las
temperaturas de los renacuajos flucttan entre 33.1y 43.8 ° C en primavera y verano y entre
29.5y 40.6 ° C durante el invierno (Chi-Shiun y Yeong-Choy, 2005).

La temperatura también afecta varios aspectos de la historia de vida de los anfibios,
ya que la alimentacién y las horas de actividad pueden modificarse o incluso cesar
(Lillywhite, et al., 1973; Katz et al., 1997; Wells, 2007). Los anfibios tienen la capacidad de

regular la temperatura de su cuerpo eligiendo diferentes microhabitats. La seleccion de
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temperaturas Optimas mejorara el crecimiento, aumentara la probabilidad de reproduccién y
mejorara la supervivencia, incluida la prevencion de depredadores (Sinsch, 1984).

El aumento en la temperatura ambiental puede perturbar varias funciones
importantes en los anfibios. Por ejemplo, las altas temperaturas pueden aumentar la
virulencia del ampliamente diseminado patégeno anfibio Batrachochytrium dendrobatidis
(Bd) y / 0 aumentar la susceptibilidad a la infeccion (Mendoza-Almeralla et al., 2015).
Ademas, la temperatura determina los limites de distribucion altitudinales y latitudinales de
muchas especies y puede promover la variacion en el desarrollo embrionario y el
crecimiento en los anuros. En Rana temporaria, la variacion latitudinal en la temperatura
promueve las diferencias en el rendimiento embrionario (Laugen et al., 2003). En los sapos
(Bufonidae) el tiempo para capturar presas disminuyé al aumentar la temperatura corporal
(Preest & Pough, 2003). En un estudio previo, los mismos autores discuten los efectos de la
temperatura (Th) y el estado de hidratacion que afectan negativamente al rendimiento
locomotor (Preest & Pough, 1989).

La mayoria de los anfibios (80-90%) se distribuyen en regiones tropicales, mientras
que solo unas pocas especies se encuentran en ambientes templados o frios. Este patron se
atribuye a una tendencia de las especies tropicales a tolerar un rango limitado de
temperaturas, mientras que las especies templadas estan bajo seleccion para tolerar un
rango mas amplio de temperaturas (Wells, 2010). Por lo tanto, los requisitos térmicos
podrian cambiar con las diferentes etapas en el ciclo de vida de la especie (Wells, 2007).

Dryophytes arenicolor y Spea multiplicata representan dos especies que tienen una
amplia distribucién, incluidas las latitudes tropicales y templadas. Las poblaciones de las
dos especies que estudiamos se encuentran en el limite sur de su distribucion (Deutch et al.,
2008). Sin embargo, ambas especies muestran diferencias en sus habitos, que van desde

semi-acuaticos a semi-terrestres (D. arenicolor) a terrestres a fosoriales (S. multiplicata),
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estos habitos también afectan la temporada reproductiva y la tasa de desarrollo (Hillman et
al., 2009) ) Ademas, Spea multiplicata puede habitar areas mas secas que Dryophytes
arenicolor (Lemos-Espinal y Dixon, 2010). Por lo tanto, éste estudio aborda los requisitos
térmicos en dos especies que comparten distribuciones similares, pero difieren en sus

historias naturales, Dryophytes arenicolor y Spea multiplicata.

MATERIAL Y METODO.

Recoleccion de datos de campo

Dryophytes arenicolor y S. multiplicata fueron recolectados en tres estanques y una
presa en un Bosque templado en el Parque Nacional Sierra de Guadalupe en el Estado de
México, durante la estacion lluviosa en un afio. La presencia de individuos de cada especie
se registro dentro o cerca de los sitios de muestreo durante su tiempos de actividad. La
temperatura corporal (tb), la temperatura del sustrato (ts) y la temperatura del aire (ta) de
cada organismo se registraron para determinar las relaciones térmicas utilizando un
termémetro digital FLUKE © con termopar. El peso corporal de cada individuo recolectado
también se registrd. Las temperaturas operativas (a) se obtuvieron con modelos de agar
(7%) similares en tamafio y forma a una rana real en la talla promedio (Navas y Aradijo,

2000) conectada a HOBO Data Loggers ©.

Temperaturas seleccionadas en laboratorio.

Las temperaturas seleccionadas (tset) se obtuvieron en el laboratorio de 25

individuos de cada una de las especies estudiadas. Cada individuo se expuso a un gradiente
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térmico e hidrico utilizando una caja de plastico (100 x 60 x 85 cm) con sustrato y arena de
su entorno natural, cubriendo la mitad del recipiente de plastico. El gradiente se formé con
5-100% de humedad relativa y 15-30 ° C, usando focos y placas térmicas. El gradiente de
temperatura se baso en la tb méxima y minima, se incluyeron dos bebederos como
estanques pequerfios. Por lo tanto, los organismos podian elegir su temperatura y humedad
preferidas. Las temperaturas corporales se registraron cada hora de 10:00 a 23:00 h para
determinar las temperaturas seleccionadas, siguiendo a Hertz et al. (1993)

Analizamos los datos por regresion lineal de las tres temperaturas (tb, ts y ta, usando
ts y ta como variables independientes) en las dos especies de ranas para cumplir las
relaciones térmicas para las dos condiciones reconocidas para organismos ectotermos:
Heliotermia (ganan calor por medio del aire, si tb depende de ta) y tigmotermia (ganan
calor del substrato, si tb depende de ts). Para el analisis de datos usamos el software

estadistico SigmaPlot version 11.0

RESULTADOS

Se analizaron un total de 52 individuos de Dryophytes arenicolor y 55 Spea
multiplicata, incluyendo ranitas y adultos. Las temperaturas promedio registradas para las
dos especies fueron 20.9 £ 3° Cy 20.5 £ 2 ° C, respectivamente (ver Tabla 1y Tabla 2).

Ambas especies analizadas mostraron una relacién entre la temperatura corporal (tb)
y la temperatura del sustrato, en Dryophytes arenicolor, th vs. ts (R* = 0.173; P = 0.002), en
Spea multiplicata, th vs. ts (R* = 0.177; P = 0.001 ) La temperatura del aire (ta) y las
temperaturas corporales (tb) se correlacionaron significativamente en Dryophytes

arenicolor (R? = 0.255; P <0.001) pero no en Spea multiplicata (R? = 0.0238; P = 0.261).
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Estos resultados sugieren que Dryophytes arenicolor cumple con las condiciones
para la tigmotermia y heliotermia (Fig. 1). En Spea multiplicata, nuestros resultados
sugieren una tendencia hacia la tigmotermia (Fig. 2).

En cuanto a las temperaturas seleccionadas, representan la distribucion de las
temperaturas operativas (a) y las temperaturas corporales (tb) para las dos especies (ver
Fig.3 y Fig. 4). La banda media representa la temperatura seleccionada en el laboratorio en
el gradiente térmico, Dryophytes arenicolor con un promedio de 21.8 ° C con cuartiles
inferiores y superiores de 18.8 ° Cy 24.9 ° C (n = 52) respectivamente, mientras que para
Spea multiplicata fue de 21.4 ° Cy 24.5 ° C (n = 55) respectivamente, y el promedio fue de
22.8 ° C. Ademas, estas cifras muestran que las temperaturas corporales son mucho méas

altas que las disponibles en el campo.

DISCUSION

La tolerancia a la temperatura varia segun la latitud en muchos taxones. Las
especies que habitan en ambientes tropicales generalmente toleran rangos de temperatura
mas estrechos que las especies de latitudes mas altas. El intervalo de temperaturas toleradas
por las especies templadas es 31% mayor, en promedio, que el intervalo de temperatura
tolerado por las especies tropicales, mientras que en los trépicos, hay una baja variacion en
las temperaturas durante todo el afio (Snyder et al., 1975). En contraste, los anfibios que
habitan en latitudes altas estan expuestos a temperaturas bajo cero.

Esto significa que la tolerancia a un intervalo mas amplio de temperaturas deberia
aumentar en ectotermos en latitudes altas (Addo-Bediako et al., 2016). Sin embargo, los

limites térmicos pueden reflejar con precision el intervalo de temperaturas que
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experimentan los animales ectotérmicos en cada latitud. Las temperaturas de verano varian
menos en la latitud que las temperaturas de invierno (Figura 3 y 4).

Las poblaciones de las dos especies estudiadas mostraron temperaturas promedio
cercanas a los 20 ° C. Ambos se comportan térmicamente de manera similar, a pesar de
tener diferencias en hébitats y en historias de vida. Esta similitud puede indicar que el
ambiente esta actuando en la seleccion del microhabitat por parte de la especie o que tal vez
este ambiente puede ser mas decisivo que la biologia o los requisitos de estas especies. En
el caso especifico de Dryophytes arenicolor, un estudio previo informé temperaturas
corporales de 28.6-34.2 ° C (Preest et al., 1992), que son muy diferentes de las informadas
en este estudio. Sin embargo, Preest et al. registr6 temperaturas alrededor del mediodia y de
ranas expuestas al sol, mientras que nuestros datos se obtuvieron de 17: 00-23: 00h (desde
el atardecer hasta casi la medianoche). También podemos haber observado un intervalo de
tb mas amplio que Preest et al. (1992) (14-29.2 ° C) porque nuestro sitio de estudio esta en
latitud tropical. Wylie (1981) registrd temperaturas corporales en esta misma especie de
12,3-35,8 ° C, lo que muestra que la especie se encuentra en una amplia gama de
temperaturas corporales en el campo.

Dryophytes arenicolor también exhibe menores tasas de pérdida de agua por
evaporacion y temperaturas corporales mas altas que muchos anuros (Preest et al., 1992).
Esta informacion puede explicar por qué algunas de las temperaturas corporales de campo
gue registramos son mas altas que las temperaturas operativas y las temperaturas
seleccionadas que medimos en este estudio.

En contraste, encontramos que Spea multiplicata exhibid un intervalo de
temperaturas corporales de 16-27.3 ° C. Este intervalo es muy similar a lo que se ha
informado en otras especies de la familia Bufonidae. Por ejemplo, Johnson (1972) comenta

que la temperatura corporal en Rhinella (Bufo) marina varié de 17.0-27.2 °C, similar a S.
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multiplicata, tal vez esas dos especies comparten similitudes en la piel que conducen a
rangos de temperatura similares (Hillman et al. 2009)

Durante periodos en los que no pueden termoregularse conductualmente, los
anfibios pueden refugiarse en microhabitats subterraneos o bajo objetos de cobertura para
protegerse de las temperaturas extremas del aire. Brown y Lee (1969) han demostrado que
las temperaturas subterraneas varian poco durante el dia. Ademas, estas temperaturas son
muy similares a las temperaturas promedio del aire diario sobre el suelo. Debido a sus
habitos fosoriales, Spea multiplicata puede emerger sin perder mucha temperatura corporal
y aumentarla rdpidamente cuando esta sobre la superficie. Esta estrategia de
termorregulacion es un aspecto importante de la adaptacion de S. multiplicata a su entorno.

Nuestras dos especies de estudio difieren considerablemente en su comportamiento
y fenologia. Dryophytes arenicolor es una rana semiterrestre que esta activa casi todo el
afio, mientras que Spea multiplicata es una especie fosorial y solo tiene actividad
reproductiva durante los periodos lluviosos. A pesar de las diferencias entre las dos
especies de estudio, ambas preferian temperaturas corporales similares en el campo. Esta
similitud puede ocurrir porque estan expuestos a los mismos factores ambientales y ambos
toleran la exposicién solar directa, gracias a la estructura de su piel (Hillman et al., 2009).
Sin embargo, nuestro estudio evalla las relaciones térmicas en un ambiente templado
donde las temperaturas no llegan a ser tan extremas como en latitudes altas (Wylie, 1981),
aunque muchos anuros en los tropicos estan bajo estrés constante debido a la fragmentacién
del habitat y la contaminacién. Encontramos que Spea multiplicata cumplia con sus
requisitos térmicos al invertir menos tiempo para termorregular que H. arenicolor. En
contraste, Dryophytes arenicolor invierte mas tiempo cada dia y durante la temporada
reproductiva en conductas que le permiten alcanzar la temperatura éptima para

reproducirse.
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Body temperatures (tb), air temperatures (ta) and substrate temperatures (ts) in the field

Temperaturas corporales (tc), temperaturas del aire (ta) y temperaturas del sustrato (ts) en

TABLE 1

from Dryophytes arenicolor.

campo de Dryophytes arenicolor.

Average SD Min Max

tb 20.96 3.38 14 29.2

ta 14.30 2.55 12 21.4

ts 17.65 2.04 12 22.1
TABLE 2

Body temperatures (tb), air temperatures (ta) and substrate temperatures (ts) in the field

Temperaturas corporales (tc), temperaturas del aire (ta) y temperaturas del sustrato (ts) en

from Spea multiplicata.

campo de Spea multiplicata.

Average SD Min Max
th 20.52 2.07 16 27.3
ta 17.92 1.99 14.8 25.1
ts 17.35 1.45 14.8 20.8
[ 47 )
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Fig. 1: Thermal relations in body temperatures (tb) vs. air temperatures (ta) and body
temperatures (tb) vs. substrate temperature (ts) in Dryophytes arenicolor.
Relaciones térmicas de las temperaturas corporales (tc) vs. temperaturas del aire (ta) y

temperaturas corporales vs. temperaturas del sustrato (ts) en Dryophytes arenicolor.

Fig. 2: Thermal relations in body temperatures (th) vs. air temperatures (ta) and body
temperatures (tb) vs. substrate temperature (ts) in Spea multiplicata.
Relaciones térmicas de las temperaturas corporales (tc) vs. temperaturas del aire (ta) y

temperaturas corporales vs. temperaturas del sustrato (ts) en Spea multiplicata.

Fig. 3: Thermal preferences in Dryophytes arenicolor with the operative temperature (to),
body temperatures (tb) and selected temperature (tset) in laboratory tests.
Preferencias térmicas en Dryophytes arenicolor con las temperaturas operativas (to),

temperaturas corporales (tc) y temperaturas seleccionadas (tset) en registros de laboratorio.

Fig. 4: Thermal preferences in Spea multiplicata with the operative temperature (to), body
temperatures (tb) and selected temperature (tset) in laboratory tests.
Preferencias térmicas en Spea multiplicata con las temperaturas operativas (to),

temperaturas corporales (tc) y temperaturas seleccionadas (tset) en registros de laboratorio.
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Resumen: Continuamente en el mundo se registra un incremento en la temperatura y en la
radiacion UV-B tanto en la superficie como dentro de los ambientes acuéaticos, mostrandose a
través de cambios estacionales y diferencias geogréaficas. Esto puede ser altamente negativo para
las especies de anuros sobretodo en areas abiertas donde la radiacion es mas directa causando
dafos a nivel individuo y que al generarse mas calor en las puestas, se induce a una eclosion y
desarrollo temprano o bajo éxito en la sobrevivencia. Las especies con diferencias en estrategias
y habitos podrian o no, contrarrestar esto. Por lo que el determinar el efecto de la temperatura y
radiacion UV-B en larvas de anuros con requerimientos y fenologia diferenciales resulta
relevante para realizar aproximaciones dirigidas a otras especies con similar comportamiento y
estrategias reproductivas. Para ello se obtuvieron larvas de cada especie y se realizaron
experimentos con un método modificado de Blaustein et al., 1998, en lo que se refiere a la
temperatura se realizé un experimento similar bajo tres diferentes temperaturas. Los resultados
obtenidos muestran diferencias significativas entre las tres especies de estudio, asi como efectos
negativos en la sobrevivencia para la especie con habitos semiacuaticos (Hyla eximia), mientras
que la de habitos fosoriales (Spea multiplicata) resulta menos afectada, el tiempo a la
metamorfosis también mostré diferencias entre tratamientos y especies P< 0.001, la cual se
aceler6 a mayor temperatura y radiacion UV-B. Las tres especies presentan afectaciones; sin
embargo, éstas parecen incrementar cuando la piel es mas delgada y la especie estd mas ligada a
los ambientes acuéticos.

Abstract. Continuosly in the world there is an increase in temperature and UV-B radiation, both
on the surface and within aquatic environments, showing through seasonal changes and
geographical differences. This can be highly negative for anuran species, especially in open areas
where radiation is more direct, causing damage at the individual level, and when more heat is

generated in the sunsets, it is inducing to hatch and early development and growth or a decrease

54

——
| —



48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

success in survival. Species with differences in strategies and habits may or may not offset this.
Therefore, determining the effect of temperature and UV-B radiation on larvae of anurans with
differential requirements and phenology is relevant to perform approximations directed to other
species with similar behavior and reproductive strategies. Larvae of each species were obtained
and experiments were carried out with a modified method by Blaustein et al., 1998. In terms of
temperature, a similar experiment was carried out under three different temperatures. The results
show significant differences between the three species of study, as well as negative effects on
survival for the species with semi-aquatic habits (Hyla eximia), while that of fossorial habits
(Spea multiplicata) is less affected, time to metamorphosis also showed differences between
treatments and species P <0.001, which accelerated at higher temperature and UV-B radiation.
The three species have affectations; however, they seem to increase when the skin is thinner and
the species is more linked to aquatic environments.

Keywords: anurans, exposition, environmental stress

Introduccion:

La Radiacion UV-B ha sido registrada como uno de los factores que tienen mayor
impacto negativo en los organismos acuaticos (Héader, 2007). Continuamente en el mundo,
estaciones meteoroldgicas reportan un incremento en la radiacion UV-B y en la temperatura tanto
en la superficie como dentro de los ambientes acuéticos, los cuales se muestran a traves de
cambios estacionales y diferencias geogréaficas (McKenzie et al., 2007).

Se ha observado que la radiacion UV-B, la cual abarca de los 290-320nm puede ser
altamente negativa para las especies de anfibios, sobretodo en areas abiertas donde la radiacion es
maés directa (Blaustein et al. 1998). Entre las afectaciones principales, se encuentran: muerte

celular, asi como mutaciones o deformidades en los organismos y se ha corroborado su efecto en
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una tasa de crecimiento lento de individuos, dafios al sistema inmune e induccion de dafios que
pueden ser letales (van der Leun y Borman 1998; Bancroft et al. 2007; Frias-Alvarez et al. 2010).

Adicionalmente esta radiacion genera mucho mas calor en las puestas, lo que induce
una eclosion y desarrollo méas temprano; o bien, mas rapido de lo normal y dichos dafios han sido
observados tanto en el medio silvestre como en laboratorio por diversas instituciones (Blaustein,
2001"). Con respecto al bajo éxito en las eclosiones de larvas de anfibios se pueden encontrar
registros en algunas especies de Ambystoma (Blaustein, 1998); Bufo bufo (Lizana y Pedraza,
1998); Litoria verreauxii y Crinia signifera, en Australia (Broomhall et al. 1999); Hyla
cadaverina y Taricha torosa (Anzalone et al. 1998) y Rana arvalis (Hakkinen et al. 2001), entre
otros.

Existen registros que indican que la temperatura que se presente en un embrion afecta
de manera directa a su ritmo de desarrollo y tiempo de incubacion (Zweifel 1968 ; Salthe y
Mecham 1974 ) . Por otra parte, la tasa de desarrollo de un embridn a una temperatura dada esta
influenciada por la temperatura a la que esta adaptado (Bachmann, 1969).

Asimismo se tienen datos de que la exposicion a UV-B en adultos causan dafios
fisiolégicos (Ankley et al. 2000), desarrollo lento (Belden et al. 2000; Pahkala et al. 2001);
anomalias durante todas las etapas del desarrollo (Blaustein et al. 2005); asi como alteraciones en
el comportamiento de algunos anfibios (Kats et al. 2000). Si a ello le sumamos los efectos que
pueden presentarse por temperaturas criticas la respuesta podria ser catastrofica. Resultado de los
efectos que la temperatura puede tener en anfibios es un bajo desempefio locomotor (Preest y
Pough, 2003). Pese a esto, algunas veces la exposicion durante la etapa embrionaria o larvaria
pueden no mostrar efectos, tal es el caso de Rana temporaria (Pahkala et al. 2001).

Hyla arenicolor, Hyla eximia y Spea multiplicata son anuros que presentan

caracteristicas fisiologicas, habitos y fenologia diferente (Hillman et. al., 2009). Pero comparten
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el desarrollo de larvas libre nadadoras. Actualmente la invasion de sus habitats por influencia
humana que continuamente fragmentan creando espacios donde la radiacion es mas directa, asi
como la alteracion en los regimenes de lluvias y el creciente aumento de temperatura han
propiciado que la presencia de estas especies vaya menguando. Por lo que el objetivo de este
trabajo es determinar el efecto de Radiacion UV-B y la temperatura en la sobrevivencia de larvas
de estas tres especies de anuros con requerimientos y fenologia diferenciales.

Materiales y Métodos:

Se obtuvieron larvas de las diferentes especies en el estadio 26 (Gosner, 1960), de
tres charcas en Sierra de Guadalupe, Estado de México para posteriormente llevarlas al
laboratorio y comenzar con los experimentos relacionados con el efecto de incidencia UV-B y
temperatura. Para el caso de radiacion UV-B se colocaron en bloques de 4x4x4, es decir, se
dispusieron cuatro larvas de cada especie en recipientes de plastico de 200ml de capacidad
divididos en cuatro exposiciones diferentes de radiacion UV-B (5%, 80% 95% y 100% mas el
grupo control) y cuatro repeticiones (N=80). Para ver el efecto de la Temperatura se realiz6 otro
experimento muy similar al anterior pero con tres diferentes temperaturas (19°, 22° y 25°C mas
el grupo control) y cuatro repeticiones (N=64) para de esta manera, crear un gradiente de estos
estresores tomado con base en datos de campo y datos registrados en la literatura. Para crear las
diferentes exposiciones a UV-B se obtuvieron de manera similar al método que sugiere
(Blaustein et.al., 1998) modificando los filtros por mallas de pléstico de 0.7 a 1mm de luz, las
cuales se dispusieron de modo simple o doble para permitir el paso de cierto porcentaje de luz, la
cual se estandarizé previamente y de este modo crear el gradiente explicado anteriormente. En el
caso del gradiente de temperatura se dispusieron los tratamientos en sitios acondicionados

mediante calentadores de gas con las temperaturas ya descritas. Con los datos obtenidos se
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realizd un Analisis de Sobrevivencia de Kaplan-Meier, y se comprobd también por medio de un
analisis de Kruskal-Wallis para conocer si se observaban diferencias.
Resultados:

El andlisis de Kaplan-Meier para radiacion UV-B mostr6 una sobrevivencia de un
organismo por repeticion en promedio en el 80% de exposicion, la cual inicia la metamorfosis
aproximadamente a los ocho dias para el caso de S. multiplicata e H. arenicolor y en el caso de
H. eximia en promedio dos organismos inician metamorfosis a los ocho dias de inicio del
tratamiento, tomando en cuenta que el inicio de la metamorfosis se considera cuando aparecen las
primeras extremidades, mientras que en la exposicion al 95% y 100% se observd mortandad total
en H. arenicolor e H. eximia a los siete y ocho dias respectivamente, siendo Unicamente S.
multiplicata la que logra iniciar la metamorfosis a los seis dias aproximadamente (Fig. 1).

En lo que se refiere al efecto de la temperatura se pudo observar que no se obtuvo
gran mortandad en los tratamientos de 19°C, donde en promedio quedan tres organismos por
repeticion a lo largo del experimento y comienzan metamorfosis en el caso de S. multiplicata a
los siete dias, H. arenicolor a los 15 dias e H. eximia a los 20 dias. A los 22°C el inicio de la
metamorfosis es mas rapido y son dos organismos por repeticion los que lo logran de las tres
especies, mientras que a los 25°C solo un organismo por repeticion en de S. multiplicata inicia la
metamorfosis a los seis dias, pero para el caso de H. arenicolor e H. eximia ningin organismo
logra llegar al inicio de la metamorfosis puesto que a los ocho dias todos los organismos
murieron en ambas especies (Fig. 2).

Discusion:

Héder, et.al., (2007) registra que la radiacién UV-B puede ser uno de los factores méas

importantes que afectan la estructura de comunidades en los sistemas acuaticos. Esto, aunado a

la alta mortalidad registrada en anfibios durante las ultimas décadas por este factor, da un
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panorama acerca de la importancia de saber la forma en que las especies, en este caso de anfibios
estan siendo afectados principalmente en zonas donde practicamente no se ha estudiado el
impacto que genera esta radiacion, tal y como resulto en este caso. La rapida mortandad de los
renacuajos en los tratamientos con mayor exposicion de radiacion, nos indica la susceptibilidad
que estos organismos tienen ante el aumento de zonas deforestadas y por lo tanto mayormente
expuestas no solo a la radiacion sino al aumento de la temperatura (Achard et. al. 2002).

Aunado a la alta mortandad, el periodo que compete a la metamorfosis se acelera,
registrandose en este caso prematura para el caso de H. arenicolor e H. eximia en el tratamiento
de 80% de exposicion, lo que puede traer consecuencias negativas durante su desarrollo
(Blaustein, et.al., 1998). S. multiplicata resulté la menos afectada, esto pudiéndose deber a
caracteristicas propias de su morfologia y fisiologia, sin embargo, en muchos otros trabajos
también se han registrado efectos nulos o minusculos en algunas especies y s6lo en sinergia con
otros factores como temperatura y nitratos, entre otros, tienen efectos negativos para las
poblaciones (Hatch y Blaustein, 2003), o bien, también se ha podido observar que en poblaciones
de montafia, a nivel regional y probablemente de altitud pueden existir diferencias en el grado de
sensibilidad en la exposicién de radiacion UV-B (Belden y Blaustein, 2002), lo que es posible
que haya surgido en el caso de al menos dos de las tres especies estudiadas que presentan una
distribucion amplia (H. arenicolor y S. multiplicata), ademas, la exposicion a la radiacion UVB
puede ser especialmente significativa para aquellas especies de anfibios en las cuales las
presiones de seleccion han dado lugar a comportamientos que los exponen relativamente a
grandes dosis de radiacion solar (Blaustein y Bancroft, 2007) como ocurre con H. arenicolor la
cual aunque se conoce su resistencia a la deshidratacion, si resulto afectada por estos dos factores.

De manera similar al efecto de la Radiacion UV-B, la temperatura también jugo un

papel crucial en la sobrevivencia de los organismos, presentandose mayor mortandad a niveles
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mas altos de temperatura tal y como lo registra (Laugen, et. al., 2003) en un estudio con Rana
temporaria, donde la sobrevivencia de los embriones se redujo en las mas altas temperaturas en
todas las poblaciones lo cual indica que dichas temperaturas resultaban estresantes para ellos. Por
otra parte, las temperaturas mas altas también influyeron en el tiempo a la metamorfosis
acelerando este proceso, tal y como se ha observado en varias especies (Blaustein, 20012").

Estas especies, sin embargo podrian compensar las altas temperaturas al seleccionar
ciertos sitios que se encuentran en zonas de mayor elevacion donde la temperatura es menor,
dichas zonas de montafia podrian servirles como refugios térmicos compensando de alguna
manera el cambio climatico, no obstante, deberian encarar al desafio de una mayor exposicion a
la radiacion solar UV-B, ya que estd bien documentado que dicha radiacion tiende a
incrementarse conforme aumenta la altitud debido a que la atmdsfera es mas transparente y
limpia de contaminantes y esto puede afectar a la vegetacion de éstas zonas al someterlas a mayor
estrés (Turunen and Latola, 2005), lo cual afectaria directamente en la sobrevivencia de los
anfibios principalmente al carecer de la cobertura vegetal necesaria para compesar la cantidad de
radiacion UV-B a la que se enfrentarian.

A manera de conclusion, lo registrado en el presente trabajo, puede tener gran
importancia dado que muchas zonas donde habitan las especies de estudio, no sélo a nivel local
sino regional se continta con la fragmentacion del habitat, cambio de uso de suelo, entre otras,
que repercuten en la calidad de zonas sombreadas, refugios y vegetacion en los cuerpos de agua
que habitan y que son necesarios para su reproduccion y que a su vez genera zonas abiertas y con
mayor radiacion y temperatura, que en sinergia pueden causar efectos devastadores en éstas y

otras especies que tienen similares habitos y estrategias reproductivas.
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273 Fig. 1 Inicio de la metamorfosis y sobrevivencia de las tres especies de anuros bajo diferente
274  grado de exposicion a UV-B, las lineas verticales de color negro indican el comienzo a la
275  metamorfosis.

276  Fig. 2 Inicio de la metamorfosis y sobrevivencia de las tres especies de anuros bajo diferentes
277  temperturas, las lineas verticales de color negro indican el comienzo a la metamorfosis.
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Resumen: En organismos ectotermos como los anfibios, la temperatura ambiental tiene gran
influencia en el uso y asimilacion de la energia y en la manera de obtener recursos e interactuar,
repercutiendo directamente en la historia de vida de los mismos. Algunos estudios registran que
la temperatura tiene efectos fisioldgicos en varias conductas de los anfibios, tal es el caso de la
locomocion, la cual puede verse afectada o modificada en su totalidad. El reciente cambio
climatico ha traido fluctuaciones continuas en temperatura, humedad y estacionalidad, lo que
puede ser un grave problema para especies de anuros que involucran habitos y estrategias ligadas
a estos factores. Por lo que el analizar el efecto de la temperatura y la humedad en la locomocion
de tres especies de anuros (Hyla arenicolor, Hyla eximia y Spea multiplicata) con diferentes
estrategias y conductas resulta ser de gran importancia para conocer el grado de afectacion a
éstos. Para ello, se obtuvieron 15 organismos adultos de cada especie y se realizaron
experimentos de acuerdo con el método de Preest & Pough, 2003. Los resultados muestran
diferencias significativas entre las tres especies (P < 0.001), asi como efectos negativos en las
respuestas locomotoras y de Punto Critico de Actividad para H. eximia de habitos semiacuaticos,
mientras que H. arenicolor (semiterrestre), tiene menor afectacién; por otra parte, S. multiplicata
(fosorial) resulta la especie que mas pronta recuperacion presenta en cuanto al Punto Critico de
Actividad. Esto puede brindar un panorama de posibles especies susceptibles ante cambios
climéticos ineludibles.

Palabras clave: Punto Critico de Actividad, desempefio locomotor, anuros

Abstract. Ectothermic organisms such as amphibians, environmental temperature has a great
influence on the use and assimilation of energy and how to obtain resources and interact, directly
affecting their life history. Some studies record that the temperature has physiological effects in
several behaviors of the amphibians, such is the case of locomotion, which can be affected or

modified in its entirely. The recent climate change has brought continuous fluctuations in
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temperature, humidity and seasonality, which can be a serious problem for anuran species that
involve habits and strategies linked to these factors. Therefore, analyzing the effect of
temperature and humidity on the locomotion of three species of anurans (Hyla arenicolor, Hyla
eximia and Spea multiplicata) with different strategies and behaviors is of great importance to
know the degree of affectation to them. To accomplish this, 15 adult organisms of each species
were obtained and experiments were carried out according to the method of Preest & Pough,
2003. The results show significant differences between the three species (P <0.001), as well as
negative effects on the locomotor responses and of Activity Critical Point for H. eximia with
semiaquatic habits, while H. arenicolor (semi-terrestrial), has less affectation; on the other hand,
S. multiplicata (fossorial) is the species that has the fastest recovery in terms of the Critical
Activity Point. This can provide an overview of possible susceptible species in the face of
unavoidable climatic changes.

Keywords: Critical Activity Point, locomotor performance, anurans

Introduccion:

La temperatura no solo ejerce influencia sobre la distribucién geografica, sino que
también afecta la periodicidad de la precipitacién (Blaustein et al., 1994; Wells, 2007). Una
sequia periddica disminuye a menudo el tamafio de las poblaciones locales de anfibios (Dodd,
1993, 1994; Jedrzejewska et al., 2003; Daszak et al., 2005), debido a que estas especies son
dependientes del agua en diferentes aspectos, como son: su alta permeabilidad cutanea y su
elevado requerimiento hidrico (Boutilier et al., 1997; Corn, 2005).

Muchos anfibios llegando al estado adulto evitan la pérdida de agua al recorrer largas
distancias en busca de niveles optimos de humedad en suelo y evitando temperaturas cercanas a

los 40° C (Pounds y Crump, 1989; Kayes et al., 2009). La temperatura y el agua actdan juntos
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determinando las redes de produccion primaria en cuanto a la cantidad de energia que puede
tomarse del ambiente, lo que restringe el nimero de especies que coexisten (Wright 1983; Jetz &
Rahbek 2002; Hawkins et al 2003a), en este caso los anfibios.

Se ha observado también que la concentracion de O, disponible en el medio se reduce
cuando hay un aumento de temperatura. Esto ocasiona que muchos anfibios en medios con poca
humedad tengan problemas de respiracion y mueran de hipoxia (Wells, 2007).

En casi todos los anfibios el CO, se elimina rapidamente a través de la piel. Por lo
que anfibios que tienen restricciones de humedad en el ambiente o los periodos de lluvias se han
visto afectados durante mucho tiempo, ocasionan que la piel sufra una deshidratacion grave y
tenga efectos fisiologicos perjudiciales (Wells, 2007). Es por ello que se han documentado los
efectos que puede ocasionar la temperatura y la deshidratacion en los anuros, siendo mayormente
afectados en su motricidad lo cual desencadena problemas en la alimentacion, migracion, etcétera
(Tracy, et. al., 2007).

Spea multiplicata, Hyla arenicolor e Hyla eximia son tres especies de anuros que
coexisten normalmente en ambientes de zonas templadas a semiaridas desde Estados Unidos
hasta el norte de Oaxaca para el caso de las dos primeras y en la meseta central mexicana para el
caso de H. eximia, las tres especies tienen habitos, conductas y estrategias reproductivas
diferentes. Sin embargo, las tres necesitan de cuerpos de agua para la eclosién y crecimiento de
las larvas y de las tres solo existen datos escasos de su biologia y ecologia. Entonces, es necesario
conocer los rangos de tolerancia a alta temperatura y la tolerancia fisiologica a la desecacion de
estas especies que ademas tienen requerimientos diferenciales, por lo que se plantearon como
objetivos principales el analizar el efecto de la temperatura y la humedad en la tasa de
deshidratacion de estos tres anuros y realizar pruebas de desempefio y punto critico de actividad

para conocer el efecto de estos dos factores en la motricidad de las mismas.
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Material y Métodos:

Para conocer el efecto de la deshidratacion de los organismos se realizd un disefio
experimental en donde se tienen 4 condiciones experimentales, dos en Sol (seco y himedo) y dos
en Sombra (seco y humedo; Fig 4). Cada condicion experimental consiste de un modelo de agar
siguiendo la metodologia de (Navas y Araujo, 2000) de cada especie estudiada, idealmente
“conectados a un datalogger”. En campo (en lugares donde se conoce que se reproducen los
anfibios) y mas importante adn, en sitios donde existen extirpaciones de estos anfibios, se
colocaron los modelos, los cuales se reemplazaron en promedio cada cuatro horas, cubriendo un
ciclo completo de 24 horas por localidad. Finalmente con estos datos se obtienen por el peso
perdido a lo largo del dia la Tasa de deshidratacion para cada especie (Sinervo, et. al., com. pers)

También se procedio a la calibracion de los modelos con 15 organismos de cada
especie para conocer la Tasa de deshidratacion, donde, se pusieron a organismos adultos en la
zona de estudio a la par de los modelos delimitando el area con un cuadro de 1.50 por 2.00m con
una malla plastica de 1mm de apertura creando un semicautiverio, a los organismos se les tomé
foto lateral y del dorso para identificarlas con base en su patron de manchas, y se monitoreo la
temperatura corporal y el peso al inicio y cada quince minutos durante el periodo de actividad y
posteriormente por medio de regresiones lineales se obtuvo la calibracion de los modelos con los
organismos de cada especie. Para el caso de las pruebas de desempefio se siguié la metodologia
de Preest y Pough (1989), donde se midi6 la distancia en la que se movia cada especie mediante
locomocion forzada a tres temperaturas diferentes (15°, 20° y 30°C) y tres diferentes grados de
humedad (30%, 70% y 100%), el dia de la prueba se vacio su vejiga como lo indico la
metodologia. Todas las pruebas se realizaron entre las 13:00 y las 18:00 h. Se les tomd la
temperatura y se pesaron, asi mismo se registro la distancia cada minuto durante diez minutos, se

detecto el peso para asumirlo como la masa estandar. La temperatura corporal y la masa se
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midieron al final de cada ensayo y los valores inicial y final se promediaron para dar la
temperatura corporal y estado de hidratacion promedio durante la prueba. Entre cada prueba se
les suministré agua a los animales y se dejaron por lo menos 14 horas para rehidratarse. Con los
datos obtenidos se realizaron pruebas de Anova y t-student para determinar las diferencias entre
los tratamientos.
Resultados:

La linea de tendencia en la calibracion de los modelos muestra claramente que éstos
reflejan la pérdida de agua y temperaturas de las especies estudiadas (Fig. 1 y Fig. 2). Las
regresiones lineales para conocer la relacion entre las variables de temperatura y pérdida-

ganancia de agua muestran una relacién en S. multiplicata de R?*= 0.930 y R®= 0.965
2 2
respectivamente. En el caso de H. arenicolor se mostr6 una R= 0.965 y R = 0.935

respectivamente, mientras que para el caso de H. eximia la relacion fue de RZ: 0.977 y R= 0.957
en cuanto a temperatura y pérdida-ganancia de agua.

En la zona de estudio se registré una pérdida de agua de los modelos de 2% (0.219)
en promedio para S. multiplicata, de 5% (0.52g) para H. arenicolor y de 20% (2.14g) para D.
eximius en promedio durante las época de secas, mientras que la pérdida de agua durante la
época mas importante de actividad para estas especies (lluvias) fue menor al 1% (0.09g) en
promedio para S. multiplicata, lo mismo para H. arenicolor (0.76g) y de 1% (1.55g) en promedio
para H. eximia; resaltando que la especie que pierde mas agua en ambos casos es H. eximia. Por
otro lado, en algunas localidades de la Sierra de Tepotzotlan donde estas especies eran
abundantes pero en los Gltimos once afios no se han obtenido registros, se observaron pérdidas
de agua mayores en los modelos, donde nuevamente la que mayor pérdida de agua la presenté H.

eximia.
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En lo que se refiere a las pruebas de desempefio, se confirmé que entre mayor es la
temperatura las especies resultan mayormente afectadas, sin embargo, la humedad resulta
importante como amortiguador en pruebas donde la temperatura es mas alta. Las temperaturas
criticas para el caso de cada especie se muestran en la Tabla 1. El punto critico de actividad
mostré de igual manera que la especie que resulta afectada en su recuperacion es H. eximia
registrando un tiempo de recuperacion 37 segundos, lo cual es mucho tiempo.

Discusion:

En el caso de anfibios terrestres nocturnos, la temperatura del ambiente y la humedad
determinan la temperatura corporal (Tb) y el estado de hidratacion ( HS por sus siglas en inglés)
y son las variables ambientales dominantes que afectan el desempefio (Bider y Morrison, 1981).
En este caso, la pérdida y ganancia de agua registradas por los modelos nulos nos indican que
ciertas especies, como el caso de H. eximia, resulta ser la mas susceptible ante cambios en la
humedad y temperatura, de igual forma se pudo observar en los organismos adultos mediante las
pruebas de desempefio. Preest y Pough han mostrado en varios estudios que han realizado que la
(Tb) y la (HS) afectan el rendimiento del aparato locomotor en Bufo americanus ( Preest y Pough
1989 ) y que estos factores, juntos o por separado, influyen en el rendimiento en anuros (Preest y

Pough, 2003).

En el caso de H. arenicolor se registrd6 un mejor desempefio que Hyla eximia y esto puede
deberse a la amplia distribucién que tiene y que le permite adaptarse mejor a los diferentes
ambientes, Preest y colaboradores (1992), realizaron un trabajo con esta especie debido a que
tanto el habitat en el que se encuentra y los habitos que adopta podian responder lo que sucede en

una exposicion regular a condiciones térmicas e hidricas estresantes, como también en el caso
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particular de este estudio, donde H. arenicolor se distribuye casi en la totalidad del territorio

mexicano.
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DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES.

El cambio en los factores abi6ticos ha venido actuando en diversos sentidos que al interactuar con
otros aspectos anteriormente mencionados suele ser una amenaza implacable no solo para los
anfibios, sino para todas las especies existentes en el planeta, solo que, en el caso de los anfibios
ha sido méas notorio dada la sensibilidad que estos organismos muestran particularmente en los
ambientes que explotan. Se ha reportado que el cambio climatico actia en anfibios de zonas
templadas basicamente afectando su fisiologia durante y después de la hibernacion causando
mortalidad en hembras y decremento en la fecundidad de las sobrevivientes (Reading, 2007).

Los efectos del clima en la distribucion e interacciones de diversas especies de ectotermos como
los anfibios son influenciados fuertemente por condiciones ambientales como la temperatura y la
humedad. Ejemplo de ello es en la ovogénesis y espermatogénesis de estos organismos, dado que
son dependientes de regimenes estacionales de temperatura, la variacion de ésta, altera nichos
temporales e interacciones troficas (Walther et. al. 2002). Los grandes cambios en el clima, con
frecuencia incrementan la vulnerabilidad de las especies aumentando el riesgo de incendios, 0
bien, baja fertilidad de suelos, baja disponibilidad de agua, entre otras causas (Schroter et. al.
2005).

Ahora bien, en cuanto a las especies de anfibios que se estan enfrentando a un creciente decline,
las Unicas opciones son las adaptaciones que ciertas especies ya han manifestado actualmente y la
segunda opcion seria una pronta accion salvaguardando sitios de reproduccion y proteccion de
zonas con caracteristicas apropiadas para la migracion y desarrollo larvario de estas especies, 0
incluso promoviendo la restauracién de ecosistemas acuaticos y boscosos. No debe perderse de
vista, aunque con ciertas reservas, la reproduccion en cautiverio; dado que, si bien para algunas
especies es muy dificil adaptarse al mantenimiento ex situ, la Gnica via para actuar prontamente
es conociendo mas acerca de la biologia de estos organismos para un logro exitoso en cautiverio
(Stuart et. al. 2004) y posteriormente tomar medidas de reintroduccién o repoblacién en lugares
donde ya no es posible encontrarlos. Es dificil discernir hasta qué grado los anfibios pueden
adaptarse, porque una vez alcanzados los limites no hay punto de retorno en el declive de las
poblaciones.

A manera de conclusion se puede decir que, la evidencia de factores importantes que estan
actuando directamente en los anfibios y los estan llevando a adaptaciones que no se habian
conocido anteriormente o bien, a la extincion, sugiere el actuar rapido puesto que, dadas las
escalas en las que actlan éstos, las diferencias funcionales que se dan entre larvas y adultos de
muchos anfibios implican no solo la falta de una especie, sino la pérdida de dos (Whiles et. al.
2006).

Sin embargo, teniendo los ejemplos expuestos, aun existe debate en si los anfibios estan
mostrando adaptaciones en su morfologia y fisiologia o si estan manifestando los limites de
tolerancia ante los cambios ambientales dentro de su habitat (Lips et. al. 2005).

Por otro lado, a pesar de que las extinciones han estado presentes a lo largo de la historia de
nuestro planeta e inevitablemente los anfibios mas susceptibles a estos cambios se han extinto o
se extinguiran, probablemente para toda la diversidad de especies que resten se deberan plantear
politicas de cambios entre lo que se conoce de dichas especies, es decir, compartiendo
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informacién bioldgica en bases de datos, o bien, creando metodologias uniformes para cada
aspecto de estudios de factores abidticos relacionados con el cambio climatico, con la Unica
finalidad de rescatar lo que todavia esta, sin lugar a dudas respondiendo positivamente ante
cambios tan grandes en periodos tan cortos de tiempo.

Resulta ademas de suma importancia el mantener medidas de control y mitigacion en cuanto a la
contaminacion de sistemas acuaticos, asi como politicas de manejo de especies de anfibios, con la
finalidad de prevenir la expansion de enfermedades que lleven a un decremento de las
poblaciones nativas (Lips et. al. 2005).
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