INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

Centro Interdisciplinario para la Investigacion y el Desarrollo

Integral Regional Unidad Oaxaca
Maestria en Ciencias en Conservacion y Aprovechamiento de

Recursos naturales

Efecto de la perturbacion humana sobre la abundancia, uso
de habitat y funcionamiento fisioldgico de Rhinella marina

en Villa de Zaachila, Oaxaca.

Tesis

Que para obtener el Grado de:

Maestro en Ciencias

Presenta:

Orlando Gonzalez Trejo

Director de Tesis:

Dra. Edna Leticia Gonzalez Bernal

Sta. Cruz Xoxocotlan, Oaxaca de Juarez; Enero 2018




SIP-14
INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
SECRETARIA DE INVESTIGACION Y POSGRADO

ACTA DE REVISION DE TESIS

En la Ciudad de Oaxaca de Judrez  siendo las 12:37  horas del dia 15  del mesde

Enero del 2018 se reunieron los miembros de la Comisién Revisora de la Tesis, designada
por el Colegio de Profesores de Estudios de Posgrado e Investigacion de
para examinar la tesis titulada:

Efecto de la perturbacion humana sobre la abundancia, uso de hébitat y funcionamiento fisiologico de
Rhinella marina en Villa de Zaachila, Oaxaca.

Presentada por el alumno:

Gonzdlez Trejo
Apellido paterno Apellido materno
Nombre(s)
{ Orlando Conregistro:|B ll |5 IO }5 ll |2 I

aspirante de:
Maestria en Ciencias en Conservacion y Aprovechamiento de Recursos Naturales

Despues de intercambiar opiniones, los miembros de la Comisién manifestaron APROBAR LA TESIS,
en virtud de que satisface los requisitos sefialados por las disposiciones reglamentarias vigentes.

LA COMISION REVISORA

Director(a) de tesis

i},

Dra. Gonzalez Bernal Edna Leticia

illiams John

Mol A

Dr. R6s Matthias

PRESIDENTE DEL

GENTRO INTERDISCIPLINARIO
imé ; IGAC!
Dr. Belmonté Jiménez Salvador Isidro nssa%g'gfglﬂe?gﬁ REGIONAL
CLLDIR,
UMIDAD OAXAGA
1.PN.




INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
SECRETARIA DE INVESTIGACION Y POSGRADO

CARTA CESION DE DERECHOS

En la Ciudad de México, D.F. el dia 15 del mes de ehero del afio 2018, el (la) que
suscribe GONZALEZ TREJO ORLANDO alumno(a) del Programa de MAESTRIA EN
CIENCIAS EN CONSERVACION Y APROVECHAMIENTO DE RECURSOS
NATURALES, con nimero de registro B150512, adscrito(a) al Centro Interdisciplinario

de Investigacién para el Desarrollo Integral Regional, Unidad Oaxaca, manifiesto(a)
que es el (la) autor(a) intelectual del presente trabajo de Tesis bajo la direccién del (de la, de
los) Dra. Edna Leticia Gonzalez Bernal y cede los derechos del ﬁ'abajo titulado “Efecto

de la perturbacion humana sobre la abundancia uso de habitat v funcionamiento

fisiologico de Rhinella hzarina en Villa de Zaachila, Oaxaca”, al Instituto Politécnico

Nacional para su difusion, con fines académicos y de investigacion.

Los usuarios de la informacion no deben reproducir el contenido textual, graficas o datos del
trabajo sin el permiso expreso del (de la) autor(a) y/o director(es) del trabajo. Este puede ser

obtenido escribiendo a las siguientes direcciones posgradoax(@hotmail.com 6 sugarkane-

9999@hotmail.com. Si el permiso se otorga, el usuario deberd dar el agradecimiento

coﬁespondiente y citar la fuente del mismo.

- SENTRO INTERDISCIPLIN, y
% DEQ%% :?N(;/LELSTIGACION PARAAFE(I'.O
g & O INTEGRAL RE

GONZALPZ TREJO ORLANDO CLIDIR, oA

Nomb# y firma del alumno(a) UNIDAD OAXACS




El salto tiene algo de latido:

viéndolo bien, el sapo es todo corazon

Juan José Arreola



A mi familia:
En especial a mi mam4, Rita Trejo Zamarripa, a mis hermanos:
Diego, Yazmin y Friedha,

guienes con su amor y apoyo me han motiva a seguir adelante.



Agradecimientos

Al Posgrado en Ciencias en Conservacion y Aprovechamiento de Recursos Naturales del
Instituto Politécnico Nacional, por la beca tesis. Al Consejo Nacional de Ciencias y Tecnologia
(CONACYT), por la beca otorgada con no. de registro 718249 para realizar los estudios de
Maestria. A las autoridades de Villa de Zaachila y Sta. Inés del Monte por los permisos para el

trabajo de campo.

Ala Dra. Edna Leticia Gonzalez Bernal por su apoyo, energismo Yy aporte en la realizacion de
este proyecto. También agradezco a los miembros del Comité tutoral, Dr. José Antonio Santos
Moreno, Dr. John Williams, Dr. Matthias R6s y Dra. Elvira Duran Medina por su contribucion y
comentarios. Al M. en C. Matias Martinez Coronel por brindarme su ayuda, conocimientos y
compafiia, en especial durante la noche de pruebas de PAE, asi como abrirme las puertas de su

casa.

También agradezco a Antonio Leon y Carlos Masés por su ayuda en el trabajo de campo. A mis
compafieros y amigos Nicté Diaz Bernal y Roberto Berlio Lépez, por su ayuda en campo,
conocimientos, amistad, y tiempo compartido. A César Tonatiuh Aldape por su ayuda en campo

y su buen humor.

Al Dr. Miguel Chavez Gutiérrez por permitirme realizar las pruebas de rendimiento fisico en su
laboratorio. Al Bidlogo Raul Rivera Garcia por su ayuda, tiempo y por abrirme las puertas de su

laboratorio para evaluar las temperaturas ambientales histéricas.



Indice

L. INEFOTUCCION ...ttt bbbt bttt b et sb e b eeas 1
I, IMIAICO TEOKTCO ...t 4
A. Perturbacion humana como causa principal en el declive de anfibios. ...........ccccociiiiiveienenn, 4
B.  IMplicaciones fiSIOIOQICAS .........ccuviveiiiicice s st sne s 6

1. TOIEraNCIA TEIMMICA . ... eeiviiitiiete ittt 6

I =14 1[0 =0 U] ot T o S 7

3. Pérdida de Agua por Evaporacion (PAE) ..o 9

TH1. ESPECIE N ESTUIO ...ttt 11
TV HIPOTESIS ...ttt b et b et ettt b b b enas 13
V. Planteamiento de ProbIema..........coooiiii e 13
AV B @] 1=1 1 Y TSSO 14
AV AV =1 (T (o] [oT o - TSSO 15
YN N Lo Vo R N OF: 1411 Lo TSSO 15

1. ATEA T BSTUIO .....vevevevececvcece ettt 15

2. Muestreo de individuos de Rhinella maring ..........cocooviiiiniiieiiccee e 22

3. Caracterizacion del NADITAL ...........cccoeiiiiiie e 23

4. ASPECLOS FISIOIOGICOS. ... cvevitiieieieie ettt 27

4.1 Determinacion de Pérdida de Agua por Evaporacion (PAE) empleando modelos de agar.27
Trabajo de LaDOTALONIO ... ..c.eiviviieieieeee ettt 30

1. ASPECIOS FISIOIOQICOS ... ..ueiuiiiiiiticiie et sttt sttt et e s be e steetaesbesne s 30

1.1 Determinacién de Tolerancia Térmica: Temperatura Critica Maxima (TCMax) y Temperatura
Critica MiNIMa (TCIMIN). c.uoiiiiieieieieeeee sttt sesse b saeseeneeneeneens 30

2. Determinacion de temperaturas ambientales historicas (1995-2014)........ccccvcvverereennnn. 31



AV LT T U] = o [0 LT TTPTP TR 33

1. Caracteristicas del hADITAL..............coiiiiiiiie e 33

2. Muestreos de individuos de Rhinella marina............cccooeiiiiininiieneceesee e 38

A CONAICION COMPOTAL......uiiiiiiiiieeiee ettt 41

b.  Temperatura COrPOTal ..........ccocveiiiieicce st st sresraenbesne s 44

C. USO d& MICIONADITAL ........ccuiiiiiiiciiicie e 45

(o IO O] 9T o] 1 -1 41T 0| (o RS RR 46

3. IMplicaciones FISIOIOQICAS .......cccveieiieicii it ettt sre s 49

a. Pérdida de Agua por EVAPOraCiON .........cccecveieiieiieie st se s sre ettt s e et sre s 49

b.  Pruebas de ReNdimiento FiSICO ......ccciiriiiiiiiriiiiiee e 52

4. Temperaturas ambientales historicas (1995-2014).......ccccoviirneininne e 55
X DISCUSTON ...t bbbt b ettt b et bt bttt bbbt nb e bbb b ne b 56
1. Caracteristicas del hADItAL..............cooiiiiiiiiie e 56

2. Presencia de Rhinella marina entre Sitios ... 58

3. IMplicaciones fiSIOIOQICAS .......ceiviiieii et sre et aesre s 63

a. Pérdida de Agua por EVAPOraCiON...........cccveieiieieeie ittt sttt sre s 63

A, Rendimiento fISICO .......cooviiiiiiiiii e 66

X CONCIUSIONES. ...ttt bbb bbb bt b e bbbt et bbbt nnes 71
XL BIDIOGIATTA ....ecvieiee ettt 72

ANEXO 1. MOUEIOS U8 AAI ... .ttt bbbttt 80



Indice de figuras y tablas

Figura 1. Mapa de Villa de Zaachila. Los muestreos de Rhinella marina se llevaron a cabo en cuerpos de

agua circundantes a Villa de Zaachila. ..........c.coovee i 17
Figura 2. De izquierda a derecha se observa la Presa agricola principal y frente de la misma. ........ 18

Figura 3. A la izquierda se muestra la presa agricola secundaria con agua y a la derecha al vaciarse por

APEITUTA 08 COMPUEITAS. ...ttt ettt s bt bbb b e e et et e e bt b e bt b e e nen s 19
Figura 4. POZa NAtUIal NO. L......cooiiiiiiiiiie et 19
Figura 5. POZa NALUFAL NO.2.........ocuiiieiiiecie ettt ste et s be s et e s re e e be e e e seeenes 20
Figura 6. Presa agriColaNo. L.ttt sttt s be et s te et re e sreenes 20
Figura 7. Presa agriCola N0, 2. .....c.cceeiiieie ettt sttt s be et e et te e sreenes 21
Figura 8. POZa NAtUral NO. 3........cciiiiiiiecie ettt et et sbe s besre et e s te e e seeenes 21

Figura 9. Esquema del método utilizado para estimar la densidad de arbustos. Dentro de la subunidad de 4
m (circulo azul) se contabilizaron arbustos con lefio > 5¢cm y en la subunidad de 8 m de circunferencia

(circulo anaranjado) se contabilizaron arbustos con lefio > 10 CML..ccveeivvviiiiiiiiieciee e, 25

Figura 10. Biplot, componente 1 (eje x), contiene las variables de profundidad del cuerpo de agua y
suavidad del suelo, componente 2 (eje y), contiene las variables de distancia de asentamientos humanos y

densidad de herbAceas Y arbUSLOS. ..........ociiiiiiiice e et 34

Figura 11. Disponibilidad de alimento en presas agricolas vs pozas naturales. La linea punteada hace
referencia a la media global en la disponibilidad de alimento en ambos sitios. Observamos que el grafico
de caja y bigotes de pozas naturales se desplaza hacia arriba, 1o que indica que las pozas naturales

disponen de més alimento en contraste con las presas agricolas..........ccccvvvevveiiiieevieiecie e 36

Figura 12. Humedad relativa ambiental (%) de presas agricolas vs. pozas naturales. La linea punteada
muestra la media global de humedad relativa ambiental (%) en ambos sitos. A pesar de no ser tan evidente
la diferencia de medias en el segundo cuartil de las graficas de caja y bigote, se observa el desplazamiento
hacia arriba de pozas naturales, mostrando una tendencia significativa en comparacion a las presas

Y0 [0 TSSO 37

Figura 13. Presencia de Rhinella marina. En el eje y se observa el nimero de individuos, mientras que en
el eje x hace referencia a la estacionalidad. En azul se expresan las pozas naturales y en verde las presas

Y0 [0 TSSO 38



Figura 14. Presencia de adultos de Rhinella marina (hembras y machos) en ambas estaciones (lluvias y
secas). En azul se muestra el nimero de sapos machos y en rojo el de hembras. Las barras indican que los

machos son mas frecuentes que las hembras, tanto en la estacion humedad como seca.................... 40

Figura 15. Condicidn corporal en hembras de Rhinella marina, en pozas naturales vs. presas agricolas. La
condicion corporal media de hembras en pozas naturales es mayor que en presas agricolas. Por tal se

observa un desplazamiento del grafico de caja y bigotes hacia arriba. ..........c.ccccoeevviiiiciiiicciennn, 42

Figura 16. Condicion corporal en juveniles de Rhinella marina, en pozas naturales vs. presas agricolas. La
condicion corporal media de juveniles en presas agricolas es significativamente mayor a lo observado en

el grafico de caja y bigotes de P0zas NALUFAIES. ..........c.ceeiiiierieieic e 43

Figura 17. Temperatura corporal (°C) de juveniles y adultos de Rhinella marina. La linea punteada
muestra la temperatura corporal media (19°C) entre juveniles y adultos. El desplazamiento del grafico de

adultos hacia arriba, indica que la temperatura corporal media es mayor a lo registrado en juveniles.44

Figura 18. Uso de microhabitat de Rhinella marina durante el muestreo. Sin distincion del sitio,
estacionalidad, estadio y sexo, la vegetacion fue el microhabitat mas usado con 162 individuos, seguido

del agua con 147, sustrato con 73 y en menor nUMero roca con 16 registros. .........cccevvevvevesveinennns 45

Figura 19. Conductas observadas en individuos de Rhinella marina. La conducta méas usual fue el reposo
con 124 individuos en pozas naturales y 78 en presas agricolas. Como se observa en el gréfico, no se

observaron individuos alimentandose en las presas agricolas. ..........ccooveveieeiieii i eve e 47

Figura 20. Periodo de vocalizacion de machos entre sitios. En azul se expresa el nimero de machos

vocalizando en pozas naturales y en rojo en presas agriColas. .........cooevveiierirensensense s 48

Figura 21. Pérdida de agua, entre modelos de adultos y juveniles después de 10 horas. El grafico de cajay
bigotes para modelos juveniles, indica que el porcentaje medio de agua pérdida después de 10 horas es

mayor al de 10S MOdelos de aUITOS. ...........cviiiiiii e 50

Figura 22. Modelos de agar a diferentes tratamientos, después de 10 horas. El porcentaje de deshidratacion
medio para tratamientos privados de humedad (Sol-seco y sombra-himedo) es mayor al de los

tratamientos himedos. La linea punteada sefiala el porcentaje de deshidratacion media global (12%).

Figura 23. Numero de vueltas efectuadas por Rhinella marina a distintas temperaturas (°C). El mayor
desemperio se observa sobre los 23°C, conforme la temperatura se aproxima a los extremos de 13 y 33°C

el desempefio disminuye, lo cual se refleja en el nUmero de vueltas efectuado. ..........cc.ccccvvvrernenens 53

Figura 24. Velocidad de individuos evaluada a distintas temperaturas. Las graficas de caja y bigotes
muestran la velocidad de individuos a diferentes gradientes de temperatura. Se observa que la velocidad

media de algunos individuos fue mayor frente @ 10S 23°C.......ccoviiiiiii i 54



Figura 25. Temperaturas ambientales histéricas de los sitios estudiados en un periodo de veinte afios
(1995 — 2014). Observamos que la temperatura media global es de 28.8 °C (linea punteada) y que el
desplazamiento de las graficas de caja y bigote hacia la parte superior, indican un aumento de la

temperatura AMDIENTAL .........c.ociiiie et ares 55

Tabla 1. Valores absolutos de variables muestreadas en cada sitio. Primer componente agrupa sitios menos
superficiales y mayor con firmeza del suelo. Segundo componente sitios méas lejanos de asentamientos
humanos y con mayor densidad de vegetacion. Los primeros dos componentes en conjunto explican el

73.3% de la informacidn proyectada en el biplot. .........cccooveiiiiiiii e 35



Resumen

Las diversas actividades humanas son responsables de la trasformacion del habitat de muchas
especies. Entre los vertebrados, los anfibios son los que presentan actualmente las tasas mas
aceleradas de extincion. En este estudio se evaluaron los efectos de la temperatura y humedad
ambiental y perturbacion humana causada por el represamiento de cuerpos de agua en la
presencia, uso de habitat y fisiologia de Rhinella marina en Villa de Zaachila, Oaxaca. El efecto
de la transformacion del habitat se evalué mediante el muestreo de sapos en tres pozas naturales y
cuatro presas agricolas. Los resultados muestran que las pozas naturales presentan mejores
condiciones de hébitat que favorecen la presencia de esta especie en ambas estaciones (lluvias y
secas). No obstante, al contrastar la presencia de sapos por estadios, se observa que existe un uso
diferencial de habitat por estadios, siendo los juveniles los que frecuentemente usan presas

agricolas.

Los efectos de los cambios de temperatura y humedad, se evaluaron mediante modelos de agar de
adultos y juveniles, ademas se realizaron pruebas de rendimiento fisico a sapos vivos. Los
modelos de agar de juveniles se deshidrataron mas rapido (16.3%) que los adultos (11.5%),
durante el periodo de mayor actividad de Rhinella marina, donde los modelos privados de
humedad perdieron agua de forma significativa. No obstante, las pruebas de rendimiento fisico,
revelan que el desempefio dptimo de los sapos estd determinado por la temperatura ambiental y
no por los niveles de hidratacion evaluados, siendo los 23°C la temperatura a la que los
individuos de esta especie muestran mejor desempefio y los 13 y 33°C las temperaturas a las que

la especie muestra reduce significativamente su actividad.

A pesar de que tradicionalmente Rhinella marina ha sido considerado como un anfibio altamente
tolerante a la perturbacion humana nuestros resultados muestran diversos factores que pueden
alterar su habitat y por consiguiente afectarlo negativamente. De forma paralela, debido a su
abundancia, esta especie ofrece la oportunidad de recabar datos para evaluar la influencia de la
transformacion del habitat y las variaciones de temperatura y humedad sobre las poblaciones de
anfibios nativos. Consideramos que nuestros resultados contribuyen al entendimiento sobre los

efectos que estos factores pueden tener sobre otros anfibios nativos ain mas sensibles.



Abstract

Several human activities are responsible of the transformation of the habitat of many species.
Among vertebrates, amphibians are currently experiencing the most accelerated extinction rates.
In this study we evaluated the effects of environmental temperature and humidity and human
perturbation through the transformation of water bodies, on the presence, habitat use and
physiology of Rhinella marina in Villa de Zaachila, Oaxaca. The effect of habitat transformation

was evaluated by sampling toads in three natural pools and four agricultural dams.

The results show that the natural pools are characterized by habitat conditions that favour the
prevalence of this species in both the rainy and dry seasons. However, when contrasting the
presence of toads by life stage, we observed a marked difference in habitat use by ages, being the

juveniles the ones that use human made dams more frecuently.

The effects of environmental temperature and humidity variation were evaluated using adult and
juvenile agar models, and physical performance tests were carried out on alive toads. Juvenile
agar models dehydrated faster (16.3%) than adult models (11.5%), during the period of greater
activity of Rhinella marina, and all models deprived of humidity showed significant water loss.
Nevertheless, the physical performance tests revealed that the optimum performance of the toads
was determined more by the environmental temperature and less by the hydration levels. We
found 23°C to be the optimal temperature for toad activity, while toads observed in conditions of
13 and 33 °C showed significant reductions in activity.

Although Rhinella marina traditionally has been considered as a higly tolerant amphibian to
human disturbance, it shows evidence of being adversely affected by deviations from its
preferred habitat and climate. Due its abundance, this species offers the opportunity to collect
data to assess the influence of habitat transformation and climate variations on amphibian
populations, generally. More particularly, our results should be useful for inferring the effects

that these factors may have on sensitive native species.



. Introduccion

En las ultimas décadas los anfibios han llamado la atencion de los cientificos, debido al avance en
el entendimiento de que, a diferencia de cualquier otro taxdn, existe una mayor proporcion de
especies de este grupo que estan en peligro de extincion (Collins y Storfer, 2003; Stuart, et. al.,
2004; Beebee y Griffiths, 2005; Wake y Vredenburg, 2008; Collins y Crump, 2009). Las causas
de dicha situacion son diversas como: la destruccion y alteracion del habitat, por la deforestacion,
erosion del suelo, y la pérdida de cuerpos de agua (Blaustein y Kiesecker, 2002; Collins y
Storfer, 2003) la proliferacion de especies invasoras (Kats y Ferrer, 2003), el aumento de la
radiacion UV-B como consecuencia del deterioro de la capa de ozono, contaminantes quimicos
como plaguicidas que se concentran en el ambiente ( Carey et. al., 2001; Blaustein y Kiesecker,
2003; Blaustein y Bancroft, 2007), enfermedades emergentes como la quitridiomicosis que se
relaciona con déficit del sistema inmunolégico causado por estrés provocado por alteraciones en
el ambiente (Collins y Storfer 2003; Daszak et al., 2003; Lips et. al., 2008), y las variaciones
drésticas de temperatura y precipitacion, resultado del cambio climatico global (Carey y
Alexander, 2003; Blaustein et. al., 2010; Duarte et. al., 2012; Huey et. al., 2012). De acuerdo a la
(UICN, 2015) el 41% de los anfibios se encuentra en peligro de extincién, cifras que los
posiciona en el grupo de vertebrados mas amenazado. Incluso hay quienes afirman que de seguir
dicha situacion los anfibios podrian formar parte de una extincion importante, la sexta extincion
(Collins y Storfer, 2003; Stuart, et. al., 2004; Beebee y Griffiths, 2005; Wake y Vredenburg,
2008; Collins y Crump, 2009).

A pesar de que México ocupa el quinto pais a nivel mundial en riqueza de anfibios, el estado de
las poblaciones de los mismos en la mayoria de los casos es desconocido. Se ha estimado que
existen 376 especies de anfibios en el territorio nacional, siendo Oaxaca, Chiapas y Veracruz los
estados mas diversos (Parra-Olea, et. al., 2014). No obstante, México es considerado uno de los
cinco paises con un alto nimero de especies de anfibios amenazados, ya que de las 376 especies
se estima que 194 estan en riesgo de desaparecer (NOM-059-SEMARNAT, 2010; Parra-Olea et.
al., 2014).



Por ejemplo, en los bosques mesofilos de Hidalgo, Puebla y Veracruz se reporta susceptible la
rana de arbol Poblana (Plectrohyla characricola), a causa de la modificacion de su habitat. Otros
reportes mencionan casos como el del ajolote (Ambystoma lermaense), en el Valle de México, el
cual se encuentra seriamente amenazado por el desarrollo urbano. (UICN; Nature Serve, 2017).
Es claro que en nuestro pais los efectos que tiene la transformacion del habitat sobre especies
nativas es poco explorado (Parra- Olea, et. al., 2014). Siendo ésta la primera causa de pérdida de
diversidad a nivel mundial, resulta relevante establecer estudios que exploren esta situacion en

nuestro territorio.

Para el caso de los anfibios, se ha sugerido que las poblaciones méas vulnerables serian aquellas
gue se encuentran sometidas a una rapida transformacion del habitat a causa de actividades
humanas, como el cambio de uso de suelo, la desviacion de cauces naturales y la variacion de
temperatura y humedad en diversos ambientes debido a dicha transformacion (Blaustein y
Kiesecker, 2002; Collins y Storfer, 2003; Beebee y Griffiths, 2005;; Wake y Vredenburg, 2008;
Collins y Crump, 2009; Blaustein et. al., 2011).

Entre las practicas mas comunes que deterioran el héabitat en México, excluyendo a la
transformacion de terrenos rurales en urbanos, son: el cambio de uso de suelo, la tala inmoderada,
la apertura de terrenos para la ganaderia y agricultura, el desarrollo de infraestructura (por
ejemplo, puentes, carreteras y represas), la contaminacion y desvié de cauces naturales
(SEMARNAT, 2013). A una escala estatal, Oaxaca se caracteriza por contar con gran riqueza
natural sin embargo un alto numero de especies se encuentran amenazadas por multiples
presiones de las actividades humanas, que deterioran el ambiente (PROFEPA, 2009). El cambio
de uso del suelo, la tala inmoderada para venta y combustion, los incendios forestales y el método
de roza y quema que realizan los campesinos, para la apertura de areas para el cultivo, ha
provocado que la entidad pierda el 20% de espacios forestales en los ultimos 5 afios (CONAFOR,
2012).



La tala ilicita es una situacion creciente que ha propiciado el establecimiento de aserraderos
clandestinos, con maquinaria para procesar la madera que es talada (PROFEPA, 2009). Si
consideramos que este mismo estado ocupa el primer lugar a nivel nacional en riqueza de
anfibios, resulta imperante realizar estudios que permitan entender las vias en que la

transformacion de héabitats naturales impactan a los anfibios nativos.

Este trabajo se centra en entender como la transformacion del habitat en Villa de Zaachila,
Oaxaca afecta a individuos de la especie Rhinella marina. Un anuro que tradicionalmente se
consideraba abundante, pero que en los Gltimos cuatro afios ha dejado de observarse en sitios
donde en el pasado se consider6 comudn (observacion personal). Paralelamente se pretende
entender como el aumento de temperatura y los cambios en los patrones de humedad,
ocasionados por dicha transformacidn, afectan o restringen fisioldgicamente a los individuos de
esta especie. Y finalmente se evaluard una posible interaccion entre estos factores con el fin de
detectar si la perturbacion humana agudiza las variaciones locales en temperatura y humedad
poniendo en mayor estrés fisiologico a los individuos de esta especie y causando la posible

disminucidn o extincion local de la misma.



I1. Marco tedrico

A. Perturbacion humana como causa principal en el declive de anfibios.

Diversos estudios han evaluado el efecto de las actividades humanas en las poblaciones de
anfibios. Entre las numerosas actividades responsables de la pérdida de anfibios se encuentra la
explotacion de recursos maderables, el uso de suelo para agricultura y ganaderia, la sustraccion
de especies nativas y la introduccion de especies exaticas (Collins y Storfer, 2003; Kats y Ferrer,
2003; Wake y Vredenburg, 2008; Collins y Crump, 2009), el uso de agentes quimicos (Blaustein
y Kiesecker, 2002) y la desviacion de cuerpos de agua por represamiento, el cual es reconocido
por su gran impacto al habitat (Jennings, 1988; Lind et. al., 1996; Tundisi, 1996). Esta Gltima
actividad en particular, ademas de provocar cambios en los afluentes naturales, conlleva a la
modificacion de la superficie terrestre (Jennings, 1988; Tundisi, 1996). Al igual que muchas
otras obras publicas, la construccion de presas tiene importantes beneficios sociales y
econémicos, como el abastecimiento de agua para el uso humano y suministro de energia
(Baxter, 1977). Sin embargo, estos multiples beneficios que brinda a la gente, no se comparan
con el dafio que ocasiona al medio ambiente (Laurance y Bierregaar Jr., 1997). Su construccion
implica la pérdida de cobertura vegetal, la transformacion de suelo y la alteracion en los ciclos
hidroldgicos, modificando la composicién y dinamica que siguen estos sistemas de agua, como
cambios en la corriente y flujo de nutrientes, ademas de la quimica y ph del agua, por mencionar
solo algunos efectos (Agostinho et. al., 2008). Ademas de los dafios a los sistemas naturales, las
obras de represamiento provocan el aislamiento o fragmentacion del habitat de especies,
impidiendo la dispersién, colonizacién y/o acceso a sitios para la alimentaciéon y reproduccion
(Laurance y Bierregaar Jr., 1997). Siendo las especies con requerimientos de habitat especifico
las mas afectadas, en las que se incluye principalmente a especies de macro-invertebrados, peces
y anfibios (Lind et. al., 1996).



Estos ultimos son considerados como buenos indicadores de la calidad del habitat, ya que por su
biologia y sensibilidad a la alteracion del mismo responden rapidamente ante los cambios del
ambiente (Vitt et. al., 1990). Por ejemplo en California se encontré que el sapo de arroyo (Bufo
microscaphus californicus o Anaxyrus californicus), corre gran riesgo de extincion debido, al
aislamiento de sus poblaciones, y al deterioro de su habitat. Su hébitat incluye arroyos con
sustrato arenoso y vegetacion que sirven de refugio, asi como aguas tranquilas, que han sido
modificados por el desarrollo urbano y establecimiento de presas, degradando el habitat de este
sapo hasta en un 40% (Federal Register, 1993).

Otra de las consecuencias del almacenamiento de agua por represamiento es el cambio de las
condiciones micro climaticas, ya que funcionan como espejos que reflexionan los rayos del sol,
aumentando la temperatura del medio y niveles de evaporacién, asi mismo contribuye a la
emision de gases de efecto invernadero (didxido de carbono y metano) por la descomposicion de
materia organica , promueve la proliferacion de especies nocivas y modifica la calidad del agua

tanto superficial como subterranea a causa de la salinizacion (www.union.org.mx).


http://www.union.org.mx/

B. Implicaciones fisioldgicas

1. Tolerancia térmica

Los anfibios son considerados ectotermos, ya que su temperatura corporal (Tc) esta determinada
por fuentes externas de calor como el aire, el agua y sustrato o la obtenida de la radiacion solar
(Duellman y Trueb, 1994; Navas, 1996; Wells, 2007; Wake y Vredenburg, 2008). Al no contar
con mecanismo internos para elevar la temperatura corporal y carecer de estructuras morfoldgicas
que ayuden a conservar el calor corporal (Snyder y Weathers, 1975; Hill, 2007; Wells, 2007),
dependen de las temperaturas fluctuantes del medio, y de ello la mayoria de sus funciones
fisiologicas y conductuales (Wells, 2007). Para que cada funcién se lleve a cabo se debe
mantener una temperatura constante (Snyder y Weathers, 1975; Rome et. al., 1992; Carey y
Alexander, 2003; Angilletta et. al., 2002), esto significa que su capacidad para poder llevar a
cabo sus actividades diarias se pueden ver limitadas (Wells, 2007). Ademas de la temperatura
ambiental, los rangos de temperatura que puede experimentar un anfibio depende en gran parte
por la interaccion con el habitat ocupado, y la hora del dia preferida en que se realizan las
actividades (Navas, 1996).

Los anfibios tienen un rango de temperatura corporal en el cual pueden efectuar sus actividades
cotidianas, este es el rango de tolerancia térmica, por debajo o por encima del cual, se producen
alteraciones del funcionamiento fisiologico, es decir cuando la temperatura del organismo excede
los limites, méas alla del nivel inferior o superior, sufre la aparicion de espasmos musculares,
siendo incapaz de responder a condiciones que pueden ser letales (Lutterschmidt y Hutchison,
1997; Hillman et. al., 2009). Estos limites se definen como temperatura criticas, de los cuales
existe un minimo térmico critico (TCMin) y un maximo térmico critico (TCMax), que describen
los rangos de temperatura que un anfibio puede tolerar (Cowles y Bogert, 1944; Angilleta et. al.,
2002). Cuando la temperatura ambiental no es la dptima, los anfibios pueden presentar respuestas
conductuales para alcanzarla o, en casos extremos, evitar llegar a los limites criticos (Deutsch et.
al., 2008). Algunas de estas estrategias son: cambios de postura, permanencia prolongada en
refugios, cambio de coloracion, restriccion de actividad y seleccién de areas menos propensas a

la desecacion (Pough et. al., 1983).



Todos los organismos tienen un periodo de actividad regido por distintos aspectos ambientales
como la humedad, temperatura del aire y radiacion solar principalmente (Brattstrom, 1979). En
anfibios los periodos de actividad estan influenciados por la temperatura fluctuante a lo largo del
dia y la noche, prefiriendo los periodos de alta humedad, asociado a la disponibilidad de agua
para rehidratarse, evitando las horas calurosas(Hillman et. al., 2009). Uno de los efectos
potenciales de las variaciones del clima es que la fluctuacion de temperatura y humedad
ambiental se vea tan alterada que la cantidad de horas en que los anfibios pueden realizar sus
actividades, se reduzca significativamente, sobre todo cuando el tiempo en que realizan sus
actividades aumentan el riesgo a la deshidratacion (Hillman et. al., 2009). EI aumento de la
temperatura, puede dar lugar a un incremento de la temperatura corporal al maximo térmico
critico (TCMax), provocando alteraciones fisiologicas 0 en un caso extremo la muerte de anfibios
(Wygoda, 1984; Bernardo y Spotila, 2006). Los cambios de temperatura corporal en anfibios
pueden ser descritos por medio de curvas de rendimiento térmico o curvas de aptitud (Sinervo et.
al., 2010; Huey et. al., 2012). En estas curvas se puede conocer los limites de temperatura en las
que un organismo puede realizar sus actividades de manera optima (Cowles y Bogert ,1944;
Sinervo et. al., 2010; Huey et. al., 2012).

2. Termorregulacion

Los anfibios al igual que otros ectotermos son considerados termo conformistas, como se
menciond la temperatura corporal en anfibios es la variante fisiolégica mas importante pues esta
influenciada por la temperatura del ambiente (Snyder y Weathers, 1975; Bernardo y Spotila,
2006; Hill et. al., 2007; Wells, 2007). Las caracteristicas micro climaticas del habitat ayudan a
mantener una temperatura corporal estable, sin embargo cuando una de estas caracteristicas se
pierde, puede alterar la temperatura corporal en anfibios, siendo forzados a desarrollar estrategias
para mantener una temperatura corporal constante, para el buen desempefio metabdlico,

digestivo, muscular e inmunoldégico, por mencionar algunos (Hill et. al., 2007; Wells, 2007).



La termorregulacion es una respuesta conductual que ayuda a conservar la temperatura del cuerpo
estable a pesar de las variaciones ambientales (Snyder y Weathers, 1975; Hill et. al., 2007; Wells,
2007). En anfibios esta capacidad se asocia principalmente a la radiacion solar como generador
de calor (Angilleta et. al., 2002; Hillman et. al., 2009), y la evapotranspiracion como mecanismo
de enfriamiento (Hillman et. al. 2009). Sin embargo la capacidad de termorregulacion en
anfibios es limitado, particularmente en aquellas conductas para aumentar la temperatura al
asolearse (Hillman et. al., 2009). En contraste con otros ectotermos como los reptiles, los
anfibios al carecer de proteccion en la piel tienen que afrontar la pérdida de agua por
evaporacion (Brattstrom, 1979). En un estudio se encontré que los beneficios de elevar la
temperatura corporal son los mismos tanto para anfibios que para reptiles, beneficios que
aumentan la tasa digestiva, el desarrollo y crecimiento. Sin embargo en anfibios el costo de elevar
la temperatura del cuerpo es diferente, ya que implica la pérdida de agua (Brattstrom, 1979). Un
ejemplo de estas diferencias de termorregulacion en anfibios y reptiles, se observo en sapos de
Bufo spinosus, y lagartijas Liolaemus multiformis, ante elevadas fluctuaciones de calor en el
ambiente los sapos sufrieron mayor pérdida de agua y peso corporal al asolearse (Pearson y
Brandfort, 1976). Demostrando que s6lo aquellos anfibios con una fuente confiable de agua y/o
elevada humedad ambiental, pueden permitirse incrementar la temperatura corporal (Sievert,
1991).

Debido a la baja resistencia a la pérdida de agua por evaporacién que se da a través de la piel,
algunos anfibios presentan dificultades para mantener una temperatura corporal preferible
(Pearson y Bradford, 1976; Brattstrom, 1979). Por ejemplo los sapos de Rhinella marina en
condiciones aridas, pueden reducir su temperatura preferida. Tal respuesta ayuda a disminuir la
pérdida de agua por evaporacion (Malvin y Wood, 1991). En otras especies de anfibios se han
observado respuestas mas comunes para regular la temperatura y al mismo tiempo reducir la
evaporacion cutanea, como: cambios de postura, permanencia prolongada en refugios, restriccion
de actividad y seleccion de areas menos propensas a la desecacion (Pough et. al., 1983; Hillman
et. al., 2009).



A partir de experimentos en situaciones controladas se logra conocer el maximo térmico critico
(TCMax) y minimo térmico critico (TCMin), (Cowles y Bogerts, 1944), el cual se ha empleado
de manera exitosa para evaluar el desempefio fisico de organismos a distintos gradientes de
temperatura (incluyendo los limites criticos) y distintos porcentajes de hidratacion.

3. Pérdida de Agua por Evaporacion (PAE)

Al carecer de barreras en la piel como escamas, plumas, o pelo que eviten la pérdida de agua por
evaporacion, los anfibios estan expuestos al riesgo constante de deshidratacion cuando se hallan
en tierra (Donnely y Crump, 1998; Duellman et.al 1994; Blaustein y Bancroft, 2007). Ante las
limitantes morfoldgicas y fisioldgicas, que minimicen la evaporacion cutanea los anfibios son
mas vulnerables a pequefios cambios de temperatura y humedad en el ambiente (Wygoda, 1984,
Wygoda, 1988; Carey et al., 2001). Por lo tanto el costo de estar activos es la constante pérdida

agua a través de la piel (Pearson y Bradford, 1976).

La cantidad de agua pérdida por evaporacion cutanea dependera de la especie, el tamafio y sexo
del individuo y el habitat utilizado por el mismo. Ademas, se encuentra influida por la velocidad
del viento, la intensidad de radiacion, la humedad, la temperatura del agua y/o sustrato donde se
encuentren los organismos (Licht y Bennett, 1972). La influencia de estos factores provoca que
varias estrategias de los individuos para minimizar el riesgo a la desecacion, se basen en aspectos
conductuales (Shoemaker y Nagy, 1977). Por ejemplo, la rana Smilisca dentata, se entierra en
madrigueras que ella misma cava y se envuelve en un capullo que forma con capas de piel, para
evitar la desecacion (Ruilba y Hillman, 1981). Otras especies como Rhinella marina, se refugian
durante el dia en periodos de baja humedad, cambian de postura, y son capaces de absorber gran
volumen de agua a traves de la superficie ventral (Zug y Zug, 1979; Tingley et. al., 2012).



A pesar de que algunos de los anuros cuentan con habilidades para reducir la pérdida de agua, y
aunque sus limites de tolerancia térmica sean altos, por ejemplo especies nativas de Rhinella
marina, la falta de lluvia y humedad en el ambiente son otro factor importante que podria limitar
el tiempo y la capacidad de los mismos para desarrollar sus actividades basicas (Zug y Zug,
1979). Por lo cual planteamos que otro de los efectos de las variaciones de temperatura y
humedad ambiental sobre esta especie es la reduccion de sitios con acceso a agua o areas con la

humedad necesaria para su sobrevivencia.

Para entender como la variacion en la temperatura y humedad afectan a los individuos de
Rhinella marina, se emplearon modelos de agar. A pesar de que el agar no experimenta el
movimiento y circulacién sanguinea de un anfibio, las tasas de pérdida de agua son similares a las
de anfibios vivos, por lo que se han utilizado con gran éxito para evaluar la relacion en la pérdida
de agua bajo distintas condiciones (Spotila y Berman, 1976; Wygoda, 1984; Navas y Araujo,
2000).
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I11. Especie en estudio

Rhinella marina (Linnaeus, 1758), pertenece a la familia Bufonidae. Es una especie nativa de
Ameérica, distribuida desde el Sur de Texas y Oeste de México hasta la parte central de Brasil
(Zug y Zug, 1979; Flores, 1993; Alford, 2000). Se alimentan principalmente de artropodos como
insectos, en general son de habitos nocturnos (Zug y Zug, 1979). Sus patrones de actividad estan
asociados a las condiciones climéticas y aunque la especie se encuentra activa tanto en época de
secas Y lluvias el pico de actividad se da en la época de lluvias y es en ésta, cuando ocurre la
reproduccion. Esta actividad estacional se relaciona con la alta humedad del ambiente y
disponibilidad de alimento (Zug y Zug, 1979; Lemos-Espinal, 2001). En contraste, cuando la
temperatura es alta y la disponibilidad de agua es limitada como en la época de secas, los sapos
restringen la duracion de sus actividades y adoptan comportamientos que les permiten
mantenerse hidratados como: cambios de postura, permanencia prolongada en refugios (Zug y
Zug, 1979; Lemos-Espinal, 2001), disminucién de la temperatura corporal (Malvin y Wood,
1991) y mayor absorcion de agua a través de la superficie ventral (Zug y Zug, 1979; Tingley et.
al., 2012).

Los sapos de Rhinella marina presentan un ciclo de vida bifasico acuatico (larvas) y terrestre
(adulto y pos metamorficos), (Zug y Zug, 1979). Los huevos y larvas son depositados en cuerpos
de agua lenta y poco profunda, como charcas, arroyos y embalses, habitando en areas humedas
como cafadas y bosques (Sexton et. al., 1964; Zug y Zug, 1979). No obstante, es comun
encontrarlos en habitats perturbados que les permiten un libre desplazamiento como caminos,
zonas de cultivo o pastizales de menor tamafio, asi como areas que se encuentran cerca de
asentamientos humanos incluyendo jardines (Sexton et. al., 1964; Zug y Zug, 1979; Heatwole,
1996; Beletsky, 2007).

Existen numerosos trabajos que hablan sobre las poblaciones de Rhinella marina como especie
invasora, un ejemplo comun es el de Australia, no obstante, como especie nativa los estudios
enfocados a entender los factores que afectan negativamente a la especie y sus vias de impacto

SOn escasos.
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En el pais no hay estudios sobre el estado de sus poblaciones, sin embargo, para el caso de
Oaxaca parece darse una disminucion en el tamafio de sus poblaciones en Villa de Zaachila
(Observacion personal). Al ser de ciclo bifasico permite dilucidar patrones de uso y preferencia
de habitat y dar respuesta de como podria estar afectando la creacién de presas agricolas a
especies nativas. Ademas debido a su abundancia y resistencia a cierto grado de perturbacion esta
especie permite la obtencion de datos que contribuyen a entender como la transformacion del
habitat puede afectar a este y otros anfibios nativos. Al ser de ciclo bifasico permite dilucidar
patrones de uso y preferencia de habitat y dar respuesta de como podria estar afectando la

creacion de presas agricolas a especies nativas.
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IV. Hipdtesis

1. La transformacion del hébitat ocasionada por la conversion de cauces naturales en presas y/o
embalses tiene un efecto sobre la presencia y abundancia de individuos de Rhinella marina en
Villa de Zaachila, Oaxaca, siendo los sitios mas alterados aquellos donde la especie se encuentra
afectada negativamente.

2. Las variaciones de temperatura y humedad ambiental afectan a las poblaciones de Rhinella
marina al reducir o modificar el tiempo y sitios 6ptimos de actividad.

3. La transformacion del habitat y modificacion de cuerpos de agua natural, agudizan los efectos
negativos de variacion de temperatura y humedad ambiental sobre Rhinella marina en Villa de
Zaachila, Oaxaca.

V. Planteamiento de Problema

Ante la marcada escasez de agua que existe actualmente, las medidas realizadas en distintas
zonas de Oaxaca han sido enfocadas a la creacion de represas de distinta escala. Estas
modificaciones se han realizado con dos fines: almacenamiento de agua para uso humano y para
aumentar la filtraciébn a mantos acuiferos. Estas acciones han conllevado a la modificacion y
desvio de cauces naturales que a su vez representan acciones de degradacion del habitat
disponible para fauna nativa. En la mayoria de los casos, la creacion de pozos y/o presas, implica
la conversién de cuerpos de agua con corriente en cuerpos de agua cerrados con condiciones
aparentemente diferentes. Resulta necesario evaluar si dichos cuerpos de agua poseen distintas
caracteristicas y si dichas condiciones afectan a anfibios nativos al provocar la desaparicion de
sitios Optimos para estos vertebrados.

Por lo anterior nos enfocaremos a evaluar como estas modificaciones al habitat, afectan la
presencia y abundancia de sapos de Rhinella marina con el fin de detectar diferencias en
ocupacion entre pozas preexistentes y presas agricolas de reciente creacion. Este estudio pretende
determinar si la transformacion del area, aunada al establecimiento de presas agricolas es un
factor reciente que influye en la preferencia y/o pérdida de los sitios de uso potencial para

anfibios nativos.
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V1. Objetivo

Determinar como la transformacion del habitat y variaciones locales de temperatura y humedad

afecta a las poblaciones de Rhinella marina en Villa de Zaachila, Oaxaca.

Objetivos especificos

Determinar el impacto de la transformacion de cuerpos de agua en presas y/o embalses
sobre la presencia y abundancia de individuos de Rhinella marina.

Identificar posibles efectos de variacion de temperatura y humedad ambiental en la
fisiologia de Rhinella marina.

Determinar si las variaciones locales en temperatura y humedad restringen las horas de
actividad de Rhinella marina.

Determinar la temperatura critica minima y maxima a la que los individuos de Rhinella
marina muestran alteraciones fisioldgicas.

Determinar si los cambios locales de temperatura y humedad ambiental influyen en la
pérdida de agua por evaporacién en individuos de Rhinella marina.

Identificar posible aparicion de estrategias conductuales y fisiol6gicas, como respuesta

ante variaciones de temperatura y humedad ambiental local.
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VII. Metodologia
A. Trabajo de Campo
1. Area de estudio

Villa de Zaachila, se localiza en el estado Oaxaca, pertenece al distrito de Zaachila, dentro de la
region de Valles Centrales en las coordenadas 16°57°03” Norte y 96°44°57” Oeste. Se encuentra
a una altitud de 1,520 metros sobre el nivel del mar y se caracteriza por una orografia
accidentada y terreno fragoso, con clima templado con lluvias en verano. La temperatura media
anual es de 22 °C. Su cauce principal es el rio Atoyac (transparencia.zaachila.gob.mx; INEGI,
2007). Su extension es de 5,486 kilometros cuadrados de los cuales el 16.76%, son pequefias
porciones de bosque de pino (Pinus sp.), encino (Quercus sp.), que han sido mermadas por la
agricultura la cual ocupa el 40% del terreno y pastizal inducido que a su vez ocupa el 30.45%, y
un 12.79% por urbanizacion de los habitantes. Actualmente el area refleja en gran porcentaje
zonas destinadas para el cultivo anual y/o temporal de maiz (Zea sp), frijol (Phaseolu sp.), alfalfa
(Medicago sp.) calabaza (Curcubita sp.), jicama (Pachyrhizus sp.) y cacahuate (Arachis sp.).
También se pueden encontrar algunos tipos de cacticeas y agaves, tanto endémicos como

introducidos (transparencia.zaachila.gob.mx).

Durante este estudio se trabajo en dos localidades conocidas como “La lobera” y “San Miguel
Tlanichico”. Estos sitios se caracterizan por la transformacion de sus alrededores en campos de
cultivo y pastoreo, siendo las principales actividades productivas de los locatarios
(transparencia.zaachila.gob.mx). Se desconoce cudl es la pérdida de vegetacion anual a causa de
estas practicas humanas, no obstante durante el estudio de campo se observd una creciente
trasformacion de las zonas de interés y de sus alrededores, debido a la construccion de obras
publicas como puentes, al establecimiento de viviendas, la apertura y/o expansion de campos
para la agricultura y pastoreo de ganado vacuno y caprino principalmente. Aunado al cambio de
uso de suelo, se suma la escasez de agua, resultado del desconocimiento de la gente sobre el uso
racional y adecuado para diversas actividades habituales y agricolas. Esta crisis de agua ha
obligado al municipio a iniciar campafias para la creacion de pozos y/o presas, sobre rios o
riachuelos que corren por la comunidad, su funcién principal es la de reservorio en época de

sequia.
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Estos represamientos y/o pozos son parte un proyecto encabezado por la Comisién Nacional de
Agua (CONAGUA) como parte del programa Conservacion y Uso Sustentable de Suelo y Agua
(COUSSA), el cual inicio en 2008 y culmind obras en 2015 (SAGARPA.gob.mx). Sin embargo
estas acciones no han solventado del todo esta problemética del agua, ya que la mayoria de los
p0zos que abastecen a las localidades han disminuido hasta en un 50% de su capacidad, limitando
su consumo en algunas partes de la localidad y sobre todo para aquellas actividades ligadas al
campo. Ante tal situacion los mismos locatarios se han dado a la tarea de cavar pozos sin

autorizacion para cubrir sus necesidades (transparencia.zaachila.gob.mx).

Los muestreos se realizaron durante un afio (Septiembre 2016 a 2017), abarcando secas Y lluvias.
Se consideraron siete cuerpos de agua circundantes a Villa de Zaachila (Fig. 1), tres de los
cuales son pozas naturales y cuatro presas agricolas. Consideramos que la existencia o
antiguedad de las tres pozas naturales (hace aproximadamente 16 afos), ha permitido que los
sapos Yy cualquier otro organismo en general, se adapten a estas nuevas condiciones. Sin embargo,
como esta practica de transformacién de los alrededores va en aumento y estan ocurriendo en un
periodo de tiempo corto, es probable que muchas especies no se adapten al mismo tiempo en que
suceden estos cambios, por consiguiente; resulta necesario evaluar también las diferencias en uso

y condiciones de las pozas agricolas.
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Figura 1. Mapa de Villa de Zaachila. Los muestreos de Rhinella marina se llevaron a cabo en
cuerpos de agua circundantes a Villa de Zaachila.
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Los cuerpos de agua en los que se realizo el estudio son:

Lobera

e Presa Agricola Principal: Ubicada en uno de los riachuelos que recorren la comunidad, se
caracteriza por ser una obra publica de recién establecimiento (2014), cuya finalidad esta
ligada a las actividades del campo y como reservorio en temporada de estiaje. Presenta
contrafuertes de concreto que no superan los 15 metros de altura, entre los cuales pasa el

agua deliberada mente, ya que no presenta compuertas (Figura 2).

Figura 2. De izquierda a derecha se observa la Presa agricola principal y frente de la misma.
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e Presa Agricola Secundaria: Conocida como presa derivadora, debido a que capta el agua
proveniente de la Presa Principal, cuya finalidad y fecha de construccion es la misma que
su antecesora. A diferencia de la presa principal, se caracteriza por una cortina de
concreto que no supera los 10 metros de altura, y compuertas que son operadas

manualmente (Figura 3).

Figura 3. A la izquierda se muestra la presa agricola secundaria con agua y a la derecha al vaciarse por

apertura de compuertas.

e Poza Natural, no.1: Conocido como embalse u olla de agua, se ubica corriente arriba de
la presa principal. Su fuente principal de agua proviene de la lluvia y/o escurrimientos
superficiales de las laderas o lomerios en los que se halla inmerso. Desde su creacion
(hace aproximadamente 16 afios), ha funcionado como reservorio de agua, para diversos

usos (Figura 4).

Figura 4. Poza natural no. 1.
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e Poza Natural, no.2: Conocido como olla 0 embalse de agua, sus caracteristicas
descriptivas, funcionales y de creacion son similares a las que describen a la poza natural,
no. 1. Su ubicacion es a 300 metros de distancia aproximadamente de la Presa agricola
Secundaria (Figura 5).

Figura 5. Poza natural no.2.
San Miguel Tlanichico

e Presa Agricola, no.l: Producto de un plan emergente para el abastecimiento de agua
durante la estacion seca, es como surge esta poza agricola en el 2014. Esta poza se
encuentra entre taludes de tierra y un recubrimiento de roca de cantera o rio (zampeado
seco). En Octubre del afio 2016, se llevaron a cabo actividades para la ampliaciéon de
dicha poza (comentario directo del operador de la excavadora), en visitas posteriores se

observo remocion de sustrato y vegetacion. (Figura 6).

Figura 6. Presa agricola no. 1
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e Presa Agricola, no.2: Paralelamente a la creacion de la Poza agricola, no. 1, surge esta
poza. Su apertura tiene como finalidad almacenar agua y para la crianza de tilapia
(Oreochromis sp.) y charal (Phoesyla sp.), (comentario directo de los habitantes y
observacion personal). Es abastecida por el agua de lluvia, y del escurrimiento de laderas

en las que se encuentra inmersa (Figura 7).

Figura 7. Presa agricola no. 2.

e Poza Natural, no.3: Cabe mencionar, que este es el reservorio de agua mas grande de la
localidad, cuya importancia reside en el mejoramiento de las condiciones del entorno, al
crear pequefios ecosistemas en donde proliferan especies de flora y fauna nativa. Su
creacion data de hace 12 afios aproximadamente, y desde entonces se han conciliado
acciones para su conservacion. No obstante en las inmediaciones de este estanque, se

realizaron obras para la apertura de la presa agricola no. 1y 2 (Figura 8).

Figura 8. Poza natural no. 3.
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2. Muestreo de individuos de Rhinella marina

El muestreo de organismos se llevo a cabo empleando transectos de ancho fijo, a lo largo de los
cuales se hizo una busqueda de individuos siguiendo la técnica de encuentros visuales (Heyer,
1994). Para este estudio se establecieron seis transectos por sitio con una longitud de 50 metros
y ancho de 2 metros. Los transectos fueron establecidos perpendicularmente al cuerpo de agua,
de tal manera en que incluyeran la mayoria de las caracteristicas del habitat. Los muestreos
fueron realizados por una persona y en totalidad nocturnos, siguiendo un horario de 18:00 horas
poco después del ocaso, hasta las 4:00 horas. EIl orden de los recorridos se fue alternando de
manera aleatoria y el sentido de caminata se altern6 desde el punto inicial (O metros) o final (50

metros).

La captura de organismos fue a mano y con red, previo a la captura se registré la hora, la
temperatura y humedad relativa ambiental con termo higrometro (Lcd- DC105), asi como la
temperatura corporal del sapo con termometro infrarrojo (Fluke-62max) y finalmente se hizo una
breve descripcion de su comportamiento y area de avistamiento. Posteriormente a la captura del
sapo se registro la temperatura del sustrato en que fue encontrado, se determind su estadio
(juvenil o adulto) y sexo, adicionalmente se midi6 la longitud hocico cloaca (LHC) con vernier
(Truper) y registré el peso corporal (PESOLA® de 100, 300 y 600 gr). A partir de los residuales
obtenidos de la regresion lineal del peso corporal entre tamario corporal (LHC), se determind la
condicion corporal o reserva energética (Cavallini, 1996) de sapos. La formula empleada para

dicho andlisis, se muestra a continuacion (Cavallini, 1996):

resPC/LC

Donde:

res= regresion lineal

PC= Peso Corporal

LC= Longitud corporal (LHC)
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Con el fin de evitar duplicar informacion del mismo organismo, durante los muestreos, los

organismos eran contenidos en bolsas de manta, una vez terminado el recorrido en dicho sitio

eran liberados en el lugar de encuentro. Todos los datos fueron registrados por la misma persona.

3. Caracterizacion del habitat

Con el fin de entender si existen diferencias entre las presas agricolas y las pozas "naturales”, se

tomaron datos de las siguientes caracteristicas tanto en época de secas como de lluvias.

Firmeza del suelo.- Para determinar la suavidad o firmeza del suelo se utilizé un cincel,
con longitud y peso conocido (30cm - 310gr). El cincel se dejo caer a una altura de 1
metro (m), con ayuda de una regla de madera se mantuvo constancia de dicha altura. Una
vez introducido el cincel en el sustrato era medido con vernier la porcién penetrada en el
suelo. Los muestreos de firmeza se realizaron en cada uno de los transectos, obteniendo

un total de seis mediciones por sitio estudiado.

Distancia a caminos y asentamientos humanos.- La distancia a estructuras de uso humano
relativamente cercanas, se midié con flexémetro (Truper). Para aquellos caminos o
asentamientos, a mayores distancias se utilizaron imagenes satelitales en el software
Arcgis 10.1 (Esri, 2012).

Disponibilidad de Alimento.- Para evaluar la disponibilidad de alimento en cada sitio, se
us6 el método de trampas de caida “pitfall”, descritas en (Lobo, et. al., 1988), al cual se le
hicieron modificaciones para fines de este estudio. Se emplearon cinco envases plasticos
de (1It) por transecto, lo cual dio un total de treinta envases por cuerpo de agua. Los
recipientes fueron colocados a un metro de distancia uno de otro. En cada uno de los
envases se vertio shampoo con el fin de contener los artropodos que cayeran en la trampa.
Posteriormente los ejemplares colectados se mantuvieron en frascos de vidrio en alcohol
al 70%. El nimero de individuos capturados se utiliz6 como una medida indirecta de la

disponibilidad de alimento por sitio.
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e Pendiente.- Las inclinaciones de lomerios y/o laderas circundantes a los cuerpos de agua,

se midieron con un clinémetro (Brunton).

e Profundidad del cuerpo de agua.- Empleando una regla de madera de cien centimetros, se
midio la profundidad del cuerpo de agua a dos distancias de la orilla: La primer distancia
fue de 64 cm y la segunda de 1.22 cm, para esta Ultima medicion fue necesario emplear un
soporte de madera para lograr la toma de datos. Se registraron dos mediciones por

transecto, siendo un total de doce medidas por sitio.

e Vegetacion.- Se consideraron dos estratos vegetales, herbaceos y arbustivos. Cabe
mencionar que el estrato arbdreo fue excluido del estudio debido a que el tamafio de
muestra no fue representativo para hacer una comparacion entre sitios, de los cuales solo

en poza natural no. 3, se contabilizaron tres individuos.

Para estimar la densidad de herbaceas y arbustos se hicieron las siguientes mediciones:

» Densidad de arbustos.- EI método empleado constituye una modificacion del
método de unidades de muestreo y lineas o transectos (Elzinga, 1998; CONAFOR,
2011). Se emplearon las mismas lineas o transectos de 50 metros, preestablecidos
para los muestreos de sapos. Paralelamente a esta linea o transecto se definieron
tres unidades muéstrales, es decir sobre el transecto de 50 metros se definié a los
10m la primer unidad de muestro, a los 25m la segunda y finalmente a los 50m la
ultima unidad. Cada unidad se compone de dos circulos, es decir, el primer circulo
es de 4m de circunferencia y s6lo se consideran arbustos con diametro lefioso >
5cm, el segundo circulo es de 8m de circunferencia en los que se incluyen arbustos
con didmetro lefioso > 10cm (Fig.9). Los didmetros fueron medidos con cinta
métrica (Truper). Posteriormente a la toma de datos, se estimd la densidad de

arbustos con la siguiente ecuacion:
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Donde:

D= densidad de arbustos

n= X No. Individuos

um= Numero de unidades de muestreo

r= Radio del area de muestreo

Subunidad de
muestreo de
4 metros de

circunferencia

Subunidad de
muestreo de

8 metros de

circunferencia

Unidad de muestreo  Unidad de muestreo Unidad de muestreo
a 10 metros a 25 metros a 50 metros

Transecto de 50 metros

Figura 9. Esquema del método utilizado para estimar la densidad de arbustos. Dentro de la

subunidad de 4 m (circulo azul) se contabilizaron arbustos con lefio > 5¢cm y en la subunidad de

8 m de circunferencia (circulo anaranjado) se contabilizaron arbustos con lefio > 10 cm.
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» Densidad de herbéceas.- Se emple6 el método de cuadrantes descrito (Elzinga,
1998). En cada uno de los cuerpos de agua se establecieron seis transectos como
unidades de muestreo de 50m de longitud, a lo largo estos transectos se
establecieron puntos de muestreo a los 0, 10, 20, 30, 40 y 50 metros, para ser un
total de seis unidades por transecto. Los transectos fueron recorridos a pie, al
llegar al punto o unidad muestreal se arrojé un cuadro de PVC de 1 m? se hicieron
dos mediciones, una por extremo (izquierdo y derecho). Posteriormente se
hicieron estimaciones visuales de la proporcion de area ocupada por herbaceas
dentro del cuadrante, de acuerdo a los esquemas revisados en (Kent & Coker
1992). La informacion se utilizo para estimar el porcentaje de superficie cubierta
por herbaceas, adicionalmente se evalud la proporcion de suelo y roca, como una
inferencia del deterioro del suelo. Para estimar el porcentaje de cobertura se

empled la siguiente formula:

% de superficie cubierta= X (% superficie cubierta / # de puntos registrados)



4. Aspectos fisiologicos

4.1 Determinacion de Pérdida de Agua por Evaporacion (PAE) empleando modelos de

agar.

Con el fin de lograr modelos con forma y tamafio corporal real, se elaboraron moldes de latex,
siguiendo el Protocolo para la elaboracién de modelos de agar para experimentos de
ecofisiologia en anfibios. Para este estudio se emplearon ejemplares de Rhinella marina sin

datos, donados de la coleccién de anfibios y reptiles del CIIDIR Oaxaca y UAM-Iztapalapa.

Una vez que se tenian los moldes de latex fue necesario definir la concentracion de agar
(BIOXON - agar bacteriologico), empleada en los modelos, para esto se hicieron pruebas de
deshidratacion en organismos vivos (adultos y juveniles) y modelos de agar a diferentes
concentraciones (2gr-98ml, 3gr-97ml, 4gr-96ml y 4.7gr-100ml), los cuales fueron contenidos en
recipientes plasticos y colocados frente al ventilador. La concentracion se definié evaluando el
porcentaje de deshidratacion (peso perdido) en funcién del tiempo (hora), determinando asi la
concentracion de agar que mejor asemeja la pérdida de agua de los organismos vivos. La
concentracion empleada en el estudio fue de 2% (2gr de agar por cada 98 ml de agua caliente).
Para lograr un color lo més similar a individuos vivos, el agar se mezcl6 con tintura vegetal color
café en un vaso precipitado de 1000 mililitros. Una vez obtenida la mezcla, ésta se vertio en los
moldes de latex previamente elaborados y se refrigeraron para su solidificacién. Una vez solido,
cada modelo fue desmoldado y mantenido en recipientes con agua, y en refrigeracion con el fin

de mantener el nivel de hidratacion maximo hasta colocarlos en los sitios a evaluar en campo.
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Las pruebas de (PAE) se hicieron en ambas estaciones, siendo 56 modelos de adultos y juveniles,
para dar un total de 112 modelos. Se colocaron ocho modelos de agar (4 adultos y 4 juveniles;
Anexo 1) por sitio, sumando un total de 56 modelos por estacion, los cuales fueron colocados de

acuerdo a los siguientes tratamientos:

e Adulto y Juvenil #1, expuesto al sol y en sustrato himedo (Anexo 1).
e Adulto y Juvenil #2, expuesto al sol y en sustrato seco (Anexo 1).
e Adulto y Juvenil #3, colocado a la sombra y en sustrato himedo.

e Adulto y Juvenil #4, colocado a la sombra y en sustrato seco (Anexo 1).

La colocacion de los modelos se hizo con base en lo observado en campo, considerando aquellos
lugares en donde los sapos de Rhinella marina fueron observados y/o de uso cotidiano, como al

borde del cuerpo de agua, o espacios que sirven de refugio.

Previo a la colocacion de los agares, fueron programados 28 registradores automaticos de dos
canales (Hobo ProV2) y 14 registradores automaticos de temperatura y humedad ambiental

(Hobo ProV2) con el software HOBOware (www.onsetcomp.com), para tomar datos cada 5

horas. Cada uno de los canales fue insertado cuidadosamente al modelo para el registro de la
temperatura del mismo. Paralelamente se colocaron dos registradores de temperatura y humedad

ambiental por cuerpo de agua, es decir, uno al sol y otro a la sombra.

Para determinar la tasa de deshidratacion de cada modelo, éstos fueron pesados cada 5 horas en
una bascula digital (Ohaus) portéatil de pilas AA. Las pruebas para evaluar la pérdida de agua en
la zona de estudio duro 24 horas, simulando un dia de actividad en la que los sapos se mantienen
activos. En total se registraron seis mediciones por modelo, con estos datos se estimo la pérdida
de agua inferida por el cambio en peso de cada modelo por periodo de tiempo, para ello se

empled la siguiente formula:
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_ (Pi—Pf)*(100)
- Pi

Pd

Donde:

Pd= Porcentaje de deshidratacion (%)

Pi= Peso inicial

Pf= Peso final

*El valor de 100 es considerado como el maximo nivel de hidratacion, es decir el 100%.

Es importante sefialar que para estimar el porcentaje de agua perdido a diferentes intervalos de
tiempo, el peso final (Pf) se considera el peso registrado después de cierto tiempo, por ejemplo si
se desea conocer la pérdida de agua después de 15 horas, se considera como (Pf), el peso

registrado en este intervalo de tiempo.
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Trabajo de Laboratorio

1. Aspectos Fisiologicos

1.1 Determinacion de Tolerancia Térmica: Temperatura Critica Maxima (TCMax) y
Temperatura Critica Minima (TCMin).

Para determinar la tolerancia térmica nos basamos en el método dinamico, maximo térmico
critico (TCMax) y minimo térmico critico (TCMin), (Cowles y Bogerts, 1944).Para ello, se
colectaron individuos adultos de Rhinella marina, en los sitios descritos, posteriormente fueron
Ilevados al laboratorio para realizar las pruebas de desempefio fisico doce horas después de su

captura a diferentes temperaturas y porcentaje de hidratacion.

Las pruebas de desempefio fisico se llevaron a cabo en una habitacion con aire acondicionado
(Hisense), que en conjunto con un calentador electrénico (Home Line) se emplearon para
alcanzar las temperaturas de prueba. Las temperaturas estudiadas en dicha habitacion fueron
cinco: 13, 18, 23, 28 y 33 °C. Estas temperaturas se seleccionaron con base en las temperaturas
registradas en campo con termo higrémetro (Lcd- DC105). Los porcentajes de hidratacion
evaluados fueron: 80, 90 y 100%. Para lograr cada nivel de hidratacion cada individuo se hidrato
previamente al 100%. Este porcentaje se determina cuando el individuo alcanza un peso maximo
y deja de ganar peso. Una vez hidratados al 100 % cada organismo se expuso al aire proveniente
de un ventilador hasta alcanzar el peso esperado para el porcentaje de hidratacion requerido,
calculado a partir del peso alcanzado al 100% de hidratacién. Para evitar que el nivel de
alimentacion (hambre) individual influyera en el desempefio, antes de las pruebas los sapos
fueron alimentados con grillos (Acheta domesticus) y tenebrios (Tenebrio molitor). Después de

terminar la prueba cada organismo tuvo acceso a agua y comida.
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Para evaluar el desempefio se estimuld a cada individuo a desplazarse alrededor de una pista de
pruebas construida con madera. Los sapos fueron estimulados a moverse con un palo de madera,
cada vez que el organismo se detenia era estimulado suavemente (sin causar estrés) hasta
alcanzar el tiempo maximo de desempefio, lo cual fue interpretado como la negacion de
movilidad por parte del sapo. El tiempo en espera del andar del sapo fue de tres minutos, al
transcurrir ese lapso de tiempo se consideraba que el individuo habia alcanzo su méximo
desempefio. Simultdneamente con crondémetro (kadizz) se registro el tiempo de desempefio de

cada sapo.

Con los datos obtenidos a través de esta prueba se obtuvo informacion sobre los tiempos de
actividad a distintas temperaturas y su relacion con el nivel de hidratacion, lo cual fue comparado
con la informacion obtenida en campo, en especifico las temperaturas disponibles y las tasas de

deshidratacion de los modelos de agar.

2. Determinacién de temperaturas ambientales historicas (1995-2014)

Adicionalmente a las temperaturas registradas en campo con termo higrometro (Lcd- DC105), en
el laboratorio de Sistemas de Informacion Geografica (SIG) del CIIDIR Oaxaca se determinaron
las temperaturas ambientales en cada sitio abarcando un periodo de veinte afios. Mediante el uso
de iméagenes satelitales Landsat 4-8 (https://glovis.usgs.gov), con una resolucion de 240m vy la
georreferencia de cada sitio previamente registrada con GPS (Garmin eTrex 10), se estimaron las
temperaturas ambientales locales por medio del software ENVI version 5.1 (Esri, 2014). Se
procesaron un total de doscientas cuarenta imagenes, para el periodo de 1995 a 2014. Para el
analisis de los datos, se establecieron intervalos de cinco afios (1995-1999; 2000 — 2004; 2005 —
2009; 2010-2014).
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3. Andlisis estadistico

Para determinar las variables que guardan una relacion entre si, y que al agruparse expliquen las
posibles diferencias entre tipo de poza y/o presa, se realizd un analisis de componentes
principales (ACP), empleando el software estadistico Past version 3.18. Adicionalmente se utilizd
el software SPSS version 20 para realizar las pruebas de normalidad de los datos y pruebas no
paramétricas de Chi 2 para determinar la presencia, uso de microhabitat y comportamiento de
individuos entre pozas naturales vs presas agricolas. Ademas se empled el test de Kruskal-Wallis
para observar diferencias significativas entre pozas naturales y presas agricolas, y determinar
diferencias en los experimentos de pérdida de agua por evaporacion, rendimiento fisico y
temperaturas ambientales historicas. Paralelamente con el coeficiente de correlacion de Spearman
se determind la asociacion entre variables muestreadas por sitio, y prueba de U de Mann —
Whitney para determinar diferencias en los gradientes térmicos a los que fueron sometidos los
individuos durante las pruebas de rendimiento fisico. Finalmente para estimar la condicion

corporal de individuos, se realizé un analisis de regresion lineal.
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VIII. Resultados

1. Caracteristicas del habitat

El analisis de componentes principales (ACP) muestra que los dos primeros componentes
explican 73.3% de la variacion observada en el espacio multivariado. En el biplot hecho con ejes
CP1 y CP2 se observa en la Figura.10 que cuatro de los sitios poza natural, no.1, 2, 3 y presa
agricola, no.2 se diferencian por su posicion en el CP1 en los cuadrantes con valores positivos,
sefialando que éstos presentan suelos suaves y menor profundidad del cuerpo de agua, mientras
que existen tres cuerpos de agua (presa agricola no.l, presa principal y secundaria) con
caracteristicas opuestas, es decir con suelos mas duros y con mayor profundidad de agua. El eje
CP2 es el que mejor define la ubicacion de las pozas naturales vs. presas agricolas. Las tres
pozas naturales caen en los cuadrantes positivos, esto indica que presentan mayor densidad de
herbaceas y arbustos, y ademas se encuentran mas alejados de asentamientos humanos. En
contraste las cuatro presas agricolas presentan menor densidad tanto de herbaceas como arbustos
y se encuentran mas cercanos a asentamientos humanos, los casos mas notables son presa
agricola principal seguida de la presa agricola secundaria. Esto significa que las pozas naturales
muestran mayor cantidad de alimento y menos suelos desnudos en contraste a las presas

agricolas.
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Figura 10. Biplot, componente 1 (eje x), contiene las variables de profundidad del cuerpo de agua

y suavidad del suelo, componente 2 (eje y), contiene las variables de distancia de asentamientos

humanos y densidad de herbaceas y arbustos.
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En la Tabla 1 se muestra que en el primer componente dominan dos variables (profundidad del

cuerpo de agua con valor negativo y suavidad del suelo con valor positivo), mientras en el

segundo componente tres variables (distancia a asentamientos humanos, densidad de herbaceas y

densidad de arbustos, los tres con valores positivos). Paralelamente con la correlacion de

Spearman se determiné que la densidad de herbaceas y arbustos estan correlacionadas

negativamente con el suelo (herbaceas, rho= -0.908; arbustos, rho= -0.341, P>0.1), y una

correlacion positiva entre densidad de arbustos y disponibilidad de alimento (rho= 0.319, P>0.1),

es decir que entre mas densidad de herbaceas y arbustos, menor proporcién de suelo desnudo y

mayor disponibilidad de alimento.

Variables del habitat PC1 PC 2 PC3 PC4 PC5 PC6
Profundidad del cuerpo de agua (cm) -0.60 -0.042 -0.10 0.45 0.39 0.50
Suavidad del Suelo (cm) 0.51 0.094 -0.29 0.77 -0.19 0.01

Pendiente (%) 0.29 -0.21 0.77 0.23 0.45 -0.08

Distancia de Asentamientos Humanos (m) 0.38 0.48 -0.29 -0.26 0.65 0.17
Densidad de Herbaceas -0.36 0.57 0.084 0.24 0.10 -0.67

Densidad de Arbustos 0.014 0.61 0.46 -0.016 -0.39 0.49

Porcentaje de explicacién por componente (%) 40.49 32.83 18.33 6.54 1.72 0.061

Tabla 1. Valores absolutos de variables muestreadas en cada sitio. Primer componente agrupa

sitios menos superficiales y mayor con firmeza del suelo. Segundo componente sitios mas

lejanos de asentamientos humanos y con mayor densidad de vegetacion. Los primeros dos

componentes en conjunto explican el 73.3% de la informacion proyectada en el biplot.
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La prueba de Kruskal-Wallis, muestra diferencias significativas entre pozas naturales vs. presas
agricolas, donde la densidad de herbaceas (H @w42= 13.396; P< 0.000) y lejania de
asentamientos humanos es mayor en pozas naturales (H .42= 7.535, P< 0.006). Ademas de
presentar mayor disponibilidad de alimento que las presas agricolas H (1,42)=6.732; P< 0.0009,
(Fig. 11), siendo la estacion humeda donde mayor cantidad de alimento se registré (H (1,36)=
13.965; P< 0.000), esta tendencia también se observo en presas agricolas, mostrando diferencias
significativas entre estaciones, en la cual, la disponibilidad de alimento fue significativamente

mayor durante las lluvias (H (1.48= 13.372; P< 0.000).
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Disponibilidad de Alimento
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Fresas agricolas Fozas naturales

Sitios

Figura 11. Disponibilidad de alimento en presas agricolas vs pozas naturales. La linea punteada
hace referencia a la media global en la disponibilidad de alimento en ambos sitios. Observamos
que el grafico de caja y bigotes de pozas naturales se desplaza hacia arriba, lo que indica que las

pozas naturales disponen de mas alimento en contraste con las presas agricolas.
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Adicionalmente a los estudios para la caracterizacion del héabitat, se determiné la temperatura
fluctuante y del sustrato, asi como el porcentaje de humedad ambiental para los sitios de intereés.
Los resultados de este estudio revelan que la temperatura ambiental (H (1,405)=1.449; P >0.229) y
del sustrato (H (1.405= 0.013; P >0.908) no variaron entre sitios. Sin embargo, las pozas
naturales presentaron 62.1% méas humedad relativa que presas agricolas con 37.8 %, de manera
que las pozas naturales muestran una tendencia a la significancia, como mas humedos que las

presas agricolas (H (1405= 1.493; P< 0.017).
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Figura 12. Humedad relativa ambiental (%) de presas agricolas vs. pozas naturales. La linea
punteada muestra la media global de humedad relativa ambiental (%) en ambos sitos. A pesar de
no ser tan evidente la diferencia de medias en el segundo cuartil de las gréaficas de caja y bigote,
se observa el desplazamiento hacia arriba de pozas naturales, mostrando una tendencia

significativa en comparacion a las presas agricolas.
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2. Muestreos de individuos de Rhinella marina

Un total de 405 individuos de Rhinella marina fueron estudiados, de los cuales el 267 se
observaron en pozas naturales y 138 en presas agricolas (Fig. 13). Del total de los conteos el
65.9% corresponde a lo observado en pozas naturales, de manera que la presencia de sapos fue
significativamente mayor en sitios naturales (y? (1,405) =75.207; P< 0.0001), inclusive al analizar
los datos por estacion se encontrd que los sapos son méas abundantes en las pozas naturales,
siendo la temporada humeda la que presenta mas individuos registrados (y? (1405= 8.022; P<

0.005), donde el 57% corresponde a lo contabilizado en pozas naturales y 42.9% a presas

agricolas.
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Figura 13. Presencia de Rhinella marina. En el eje y se observa el nimero de individuos, mientras que en
el eje x hace referencia a la estacionalidad. En azul se expresan las pozas naturales y en verde las presas

agricolas.
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Al contrastar la presencia de individuos entre estadios (adultos y juveniles), y entre sexos
(hembras y machos), se detectd que los juveniles, en contraste con los organismos adultos,
ocupan mayormente las presas agricolas 59.6% y en menor proporcion las pozas naturales
40.3%, mostrando diferencias significativas entre sitios (y? (1,109= 18. 530094; P< 0.0001). El
mayor numero de juveniles se observé durante la temporada seca con 61.4% y en menor medida
en temporada de lluvia 38.5%, siendo menos frecuentes en los cuerpos de agua durante la
estacion humeda ()2 (1,109)= 18.484563; P< 0.008).

En el caso de los adultos se determind que la presencia de los mismos varia significativamente
(x? 208= 22.716; P< 0.000) con el cambio de estacion, siendo mas frecuentes en lluvias con
63.8%, mientras que en la estacion seca fue de 36.1%. No obstante, al comparar entre sexos se
encontré que la ocupacion es distinta (y? (1,206=22.716; P< 0.000), ya que hay mas machos que
hembras en ambas estaciones (Fig.14), siendo mas numerosos durante la estacién himeda 61.1%.
Sin embargo, el analisis entre sitios indica que tanto machos como hembras ocupan mas las pozas
naturales (2 (1,206=109.459; P< 0.0001).
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a. Condicion corporal

La condicion corporal de Rhinella marina, fue determinada a partir de los residuales de la
regresion del tamafo (longitud hocico cloaca — LHC) y peso corporal. Los resultados de este
estudio revelan que las hembras provenientes de las pozas naturales tienen mejor condicion
corporal que las hembras de las presas agricolas H (1,59= 4.420; P< 0.036, (Fig. 15), a pesar de
esta diferencia entre sitios, al comparar la condicion corporal de hembras entre estaciones no se
detectaron diferencias significativas (H @59= 1.320; P > 0.251). En cambio los resultados de
machos revelan que la condicion corporal de los mismos se diferencia significativa entre
estaciones (H (w.237= 4.223; P< 0.040), siendo la estacion himeda donde mejor condicion
corporal tienen, no obstante al contrastar la condicion corporal entre sitios no se evidenciaron
diferencias significativas (H (1,237y= 6.189; P > 0.13). Paralelamente a este estudio se determino
que la longitud corporal (LHC) de sapos adultos no muestra diferencias significativas (H (1,296)=
2.517; P >0.11) al contrastar entre sitios. Esta tendencia también se detect a partir de comparar
la condicion corporal entre machos y hembras, los cuales no muestran diferencias significativas
(H @1.206)= 0.233; P >0.62).
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Figura 15. Condicién corporal en hembras de Rhinella marina, en pozas naturales vs. presas
agricolas. La condicién corporal media de hembras en pozas naturales es mayor que en presas

agricolas. Por tal se observa un desplazamiento del grafico de caja y bigotes hacia arriba.



Contrariamente a lo observado en hembras, los juveniles presentan una tendencia cercana a la
significancia, al contar con mejor condicion corporal en las presas agricolas H (1, 109=355.592;
P=0.05, (Fig. 16). Al comparar entre estaciones, se detectd que los juveniles muestran mejor

condicion corporal durante las lluvias (H @, 109=1151.19; P< 0.0012).
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Figura 16. Condicion corporal en juveniles de Rhinella marina, en pozas naturales vs. presas
agricolas. La condicion corporal media de juveniles en presas agricolas es significativamente

mayor a lo observado en el grafico de caja y bigotes de pozas naturales.



b. Temperatura Corporal

La temperatura corporal registrada en campo de Rhinella marina no mostré diferencias
significativas entre sitios (H (, 405=0.137; P > 0.71). Sin embargo al comparar la temperatura
corporal entre adultos y juveniles, se observd que los adultos muestran una media
significativamente mayor (H (1, 405)= 56.542.635; P< 0.000), a la de los juveniles (Fig. 17), pero
similar entre hembras y machos (H (1, 206)= 1.188; P >0.276).
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Figura 17. Temperatura corporal (°C) de juveniles y adultos de Rhinella marina. La linea
punteada muestra la temperatura corporal media (19°C) entre juveniles y adultos. El

desplazamiento del grafico de adultos hacia arriba, indica que la temperatura corporal media es
mayor a lo registrado en juveniles.
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c. Uso de Microhabitat

Los microh&bitat mas usados por Rhinella marina son el suelo (arena, arcilla, gravilla), roca,
sobre la vegetacion y dentro del agua. En al menos dos pozas naturales se observaron entre
monticulos de arena refugios, semejantes a una pequefia caverna, cavada por los sapos. De los
405 individuos muestreados en ambos sitios, 42% fueron observados sobre vegetacion, 36% en
el agua, 18% en el suelo suelto y 4 % posados en roca (Fig. 18). Esto muestra que el uso del
microhabitat de esta especie no es el mismo, ya que existe una diferencia significativa (y? (1, 405)=
41.089; P< 0.000), de aquellos individuos que fueron observados principalmente sobre la

vegetacion o dentro del cuerpo de agua.
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Figura 18. Uso de microhabitat de Rhinella marina durante el muestreo. Sin distincién del sitio,
estacionalidad, estadio y sexo, la vegetacion fue el microh&bitat mas usado con 162 individuos,
seguido del agua con 147, sustrato con 73 y en menor numero roca con 16 registros.
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d. Comportamiento

Durante los muestreos se observaron diversas conductas previas a la captura de Rhinella marina,
de las cuales el reposo, la hidratacién, vocalizacion y alimentacion fueron las mas usuales. Los
estudios realizados en este marco reflejan diferencias significativas en la frecuencia de conductas
observadas (y? (@, 405=275.622; P< 0.0002). EIl reposo fue la conducta mas comdn en ambos
sitios con 49.8%, seguido de la hidratacion con 40.7%, y vocalizacion con 6.9%, sin embargo, la
alimentacion 2.4% solo se observo en pozas naturales (Fig.19). Al contrastar el comportamiento
entre estaciones, observamos nuevamente que el reposo e hidratacién son las conductas mas

frecuentes (y? (3,405= 8.022; P< 0.005) tanto en la estacion himeda como seca.

Como se observa el llamado o vocalizacion es una conducta menos comudn que el reposo o
hidratacion, esto en parte se debe a que es un comportamiento propio de los machos y mas
frecuente durante la temporada de lluvia. En este sentido se detectd que la vocalizacion en las
pozas naturales, comienza con dos meses de anticipacion, siendo abril el mes donde se detectaron
las primeras vocalizaciones, mientras que en las presas agricolas se hicieron registros a partir del
mes de junio (Fig. 20), esta diferencia significativa (y? (, 26=5.143; P< 0.023) implica el inicio

tardio de la vocalizacion y con ello de la reproduccion, en las presas agricolas.
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Figura 19. Conductas observadas en individuos de Rhinella marina. La conducta mas usual fue
el reposo con 124 individuos en pozas naturales y 78 en presas agricolas. Como se observa en el

gréfico, no se observaron individuos alimentandose en las presas agricolas.
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Figura 20. Periodo de vocalizacién de machos entre sitios. En azul se expresa el nimero de
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3. Implicaciones Fisioldgicas

a. Pérdida de Agua por Evaporacion

El andlisis para evaluar la pérdida de agua a través de los modelos de agar, reveld que después de
24 horas, la pérdida de agua entre sitios no es significativa (H (, 112= 0.160; P >0.68), esto
significa que tanto los modelos de adultos como juveniles en promedio pierden la misma cantidad
de agua en ambos sitios. Pese a no encontrar diferencias significativas en dichos sitios, se detecto
que los juveniles pierden mayor proporcion de agua que los adultos, después 24 horas de
haberse colocado en los sitios estudiados (H (1, 112)= 8.364; P< 0.004). Cabe sefialar que también
se estimo la pérdida de agua, en periodos de tiempo mas corto, como por ejemplo donde mayor
actividad de Rhinella marina se registr6 en campo, que abarca de 5 pm a 3 am. Considerando
este lapso de 10 horas se detectd una pérdida de agua significativa (H «, 112= 10.131; P< 0.001),
donde la tendencia es la misma que la observada en el periodo de 24 horas, los modelos juveniles

en promedio pierden 16. 3% mas agua que los adultos 11.5% al transcurrir 10 horas (Fig. 21).

49



40.0 —_

30.07

20.07

10.07

-10.07

% de deshidratacion después de 10 hrs (5pm-3am)

-200

I T
Modelos de adultos Modelos de juveniles

Estadio

Figura 21. Pérdida de agua, entre modelos de adultos y juveniles después de 10 horas. El grafico
de caja y bigotes para modelos juveniles, indica que el porcentaje medio de agua pérdida después

de 10 horas es mayor al de los modelos de adultos.

Paralelamente a estos resultados se encontr6 que los modelos de adultos pierden agua a la misma
proporcién tanto en pozas naturales como presas agricolas, por lo que no se muestran diferencias
significativas luego de 24 horas (H (1, 56= 0.054; P >0.817) y 10 horas (H (1,56)= 1.583; P >0.208).
En el caso de los modelos de juveniles tampoco se muestran diferencias relevantes al transcurrir
24 (H @,56= 0.121; P >0.728) y 10 horas (H @,56=1.501; P >0.221).
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Otra inferencia en la pérdida de agua es lo obtenido de comparar los modelos por tratamiento.
De esta comparacion se determiné que aquellos modelos privados de humedad (Sol-Seco y
Sombra-Seco) perdieron agua de forma significativa (H (s, 112)= 19.834; P< 0.0001), luego de 24
horas. Esta diferencia significativa nuevamente se observa para el periodo de 10 horas (H 3, 112)=
11.217; P< 0.011), de manera que los modelos himedos perdieron menos agua que los
tratamientos secos (Fig. 22).
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Figura 22. Modelos de agar a diferentes tratamientos, después de 10 horas. El porcentaje de
deshidratacion medio para tratamientos privados de humedad (Sol-seco y sombra-himedo) es
mayor al de los tratamientos humedos. La linea punteada sefiala el porcentaje de deshidratacion
media global (12%).
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b. Pruebas de Rendimiento Fisico

A través de las distintas temperaturas (13, 18, 23, 28 y 33°C), a las que se sometieron a
prueba los individuos de Rhinella marina, fue posible detectar el cambio en rendimiento en
relacion a la temperatura y distintos niveles de hidratacion. Los resultados muestran que
existen diferencias en el rendimiento (nimero de vueltas) de los organismos entre las distintas
temperaturas (H 4,75= 43.372; P< 0.0001), siendo la temperatura de 23 °C a la cual los sapos
mostraron mayor rendimiento (media = 55.1, U de Mann -Whitney P< 0.001). A esta
temperatura los individuos también muestran mayor duracion durante la prueba (50.1
minutos; (H @75)= 43.372; P< 0.0001) como en el nimero de vueltas efectuadas (62.8
vueltas; (H @,75= 52.692, P< 0.0001). Los resultados muestran ademas que a temperaturas
tanto mas altas como bajas el rendimiento de los organismos disminuye y que los 13°C y
33°C se aproximan a los limites criticos, los cuales marcan la condicién a la que los

organismos ya no pueden desempefiarse de manera normal (Fig. 23).
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Figura 23. Numero de vueltas efectuadas por Rhinella marina a distintas temperaturas (°C). El
mayor desempefio se observa sobre los 23°C, conforme la temperatura se aproxima a los
extremos de 13 y 33°C el desempefio disminuye, lo cual se refleja en el nimero de vueltas

efectuado.

Ademas de los efectos de la temperatura sobre el desempefio de Rhinella marina, las pruebas de
rendimiento revelan que los niveles de hidratacion evaluados a 80, 90 y 100% no limitan el
desempefio de los individuos, determinando que entre estos tres niveles hidratacion no existen
diferencias significativas, ni en el nimero de vueltas efectuadas (80%= 25.4 vs. 90%=20.5 vs.
100%=26; (H (2, 75= 1.434; P >0.488), ni en el tiempo de actividad registrado en cada prueba
(80%= 25.5 vs. 90%= 23 vs. 100%= 25.9; (H 2, 75= 0.331; P >0.847).
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Otra formar de reconocer el efecto de la temperatura e hidratacion, es evaluando la velocidad a la
que corrieron los sapos. Los resultados de este estudio sefialan que el porcentaje de hidratacion al
que se encuentran los individuos no influye de forma significativa (H (2, 75=3.386; P >0.184), sin
embargo el andlisis de velocidad y temperatura ambiental, indican que la velocidad de los sapos
fue significativamente diferente a distintas temperaturas (H (@, 75=45.350; P< 0.001). Esto quiere
decir que la velocidad al igual que el desempefio estd determinada por la temperatura fluctuante

(Fig. 24), y no por la hidratacion.
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Figura 24. Velocidad de individuos evaluada a distintas temperaturas. Las graficas de caja y
bigotes muestran la velocidad de individuos a diferentes gradientes de temperatura. Se observa

que la velocidad media de algunos individuos fue mayor frente a los 23°C.
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4. Temperaturas ambientales histéricas (1995-2014)

Los resultados obtenidos con el software ENVI 5.1, sobre las temperaturas fluctuantes en los
sitios de estudio, revelan que de 1995 a 1999 la temperatura promedio es de 25.4 °C, situacién
que cambia significativamente a partir del afio 2000 al 2014, (H 3, 1391)= 267.752; P< 0.0001),
donde la temperatura ambiental promedio es de 28.8 °C, de manera que la temperatura del area
de estudio aumento 3.4 °C, en 14 afios (Fig. 25).
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Figura 25. Temperaturas ambientales historicas de los sitios estudiados en un periodo de veinte
afios (1995 — 2014). Observamos que la temperatura media global es de 28.8 °C (linea punteada)

y que el desplazamiento de las graficas de caja y bigote hacia la parte superior, indican un
aumento de la temperatura ambiental.



IX. Discusion

1. Caracteristicas del habitat

Son numerosos los efectos por transformacion del habitat, que actian en contra de los anfibios,
como el aislamientos de sus poblaciones, limitacion del desplazamiento, restriccion al acceso a
sitios para la alimentacion y reproduccion, ademas de alteraciones fisioldgicas y conductuales
(Pearman, 1996; Knutson et. al., 1999; Collins y Storfer, 2003; Lannoo, 2005; Riley et. al.,
2005; Wake y Vredenburg, 2008). Es asi como las decisiones y/o necesidad humana se han
encargado de modificar la constitucion de los cuerpos de agua en zonas agricolas de Oaxaca, de
arroyos o riachuelos a presas agricolas, cambiando asi las condiciones y calidad de los sitios
disponibles para anfibios nativos. Estas alteraciones, debido a la velocidad con la que ocurren,
pueden afectar a poblaciones nativas ocasionando incluso la desaparicion o disminucién de las
mismas. A pesar de ello, es posible que debido al tiempo de existencia y caracteristicas de
algunos de estos cuerpos de agua, éstos varien en estabilidad y condiciones, por lo que resulta

importante entender si proporcionan o limitan un habitat adecuado para anfibios.

Este estudio comprende el uso por Rhinella marina de dos tipos de cuerpo de agua, presas
agricolas y pozas naturales en Villa de Zaachila. Nuestros resultados muestran que las presas
agricolas se diferencian de las pozas naturales por presentar suelos mas firmes y cuerpos de
agua mas profundos, lo cual creemos influye en su presencia. Por un lado los suelos mas firmes
impiden que los sapos caven y/o encuentren refugios, ademas de que prefieren cuerpos de agua
poco profundos para depositar sus huevos (Zug y Zug, 1979). Otra caracteristica de las presas
agricolas es la cercania que existe con asentamientos humanos, lo cual promueve el acceso de
gente y el desarrollo de actividades de remocion de suelo. Por ejemplo durante los muestreos de
campo, se observé que se llevaron a cabo actividades para la ampliacion de la presa agricola, no.
1y no.2, lo cual implicé la remocién de vegetacién que crecia alrededor de estos cuerpos de

agua, asi como la reduccién del volumen de agua (Observacion personal).
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En contraste las pozas naturales se caracterizan por tener suelos mas suaves y aguas poco
profundas, asi como mayor lejania a asentamientos humanos y mayor densidad de vegetacion y
artropodos. Nuestros resultados describen que la densidad de artrépodos, es decir la cantidad de
alimento disponible para los sapos, y la densidad de herbaceas guardan una relacion positiva, es
decir, la disponibilidad de artropodos aumenta a mayores densidades de vegetacion, pues se ha
documentado que conforme la cobertura vegetal disminuye, la abundancia de insectos también
disminuye (Reiners et. al., 1994). Alternamente la vegetacion puede proveer mayor cantidad o
diversidad de refugios, por ejemplo otras especies de sapos, como Bufo bufo, Bufo calamita o
Epidalea calamita e incluso Rhinella marina, utilizan o prefieren vegetacion densa,
principalmente ante condiciones ambientales extremas (Denton y Beebee, 1993). Una tercera
ventaja de los sitios con vegetacion podria ser que favorecen la dispersion, ya que la pérdida de
dosel reduce la conectividad con otros habitats, reduciendo asi la dispersion de anuros juveniles,
en especifico de la especie Bufo americanus o Anaxyrus americanus (Rothermel y Semlitsch,
2002).

Una posible explicacion de la alta densidad de vegetacion alrededor de las pozas naturales es que
la ausencia y/o mayor lejania de asentamientos humanos en los margenes de los cuerpos de agua,
reduce el acceso indiscriminado de gente, la apertura de campos de cultivo y pastoreo, o
cualquier otra actividad que impida la proliferacion de vegetacion nativa. Paralelamente se reduce
el desarrollo de infraestructura como caminos y carreteras que a menudo representa una barrera
fisica para la dispersién de anfibios (Cooke, 1998). Aunado a esto consideramos que la
vegetacion juega un papel importante en la regulacion de la temperatura del ambiente, ya que
ésta retiene agua disponible en el medio, y con ello contribuye a mantener el ambiente mas
humedo. La relacion positiva entre la densidad vegetal y la humedad ambiental se ha

documentado en al menos otro estudio (Prochazka et. al., 2011).
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En este sentido la relacion de la vegetacion con las condiciones ambientales podria tener
implicaciones importantes sobre la preferencia del hébitat, sobre todo cuando la temperatura y
humedad infiere, en diversos procesos como la alimentacion, dispersion, desarrollo vy
reproduccion (Zug y Zug, 1979). Esto a su vez permite deducir si la presencia de Rhinella
marina, estd determinada por las diferencias entre pozas naturales y presas agricolas, 0 Si

paralelamente esté respondiendo a variaciones de temperatura y humedad ambiental.

2. Presencia de Rhinella marina entre sitios

Se sabe que los organismos seleccionan habitats en los que encuentren condiciones que
favorezcan su establecimiento y sobrevivencia, como donde puedan adquirir alimento,
dispersarse, refugiarse, reproducirse y eludir depredadores (Matthews y Matthews, 2010). A
pesar de que Rhinella marina ha sido descrita como una especie tolerante y favorecida por la
perturbacion humana (Zug y Zug, 1979), nuestros resultados muestran que las pozas naturales
tanto en periodo de secas como de lluvia, presentaron mayor nimero de individuos de esta
especie que las presas agricolas. Sin embargo, este patron general cambia al analizar la
preferencia de sitios por estadios, siendo los adultos quienes en particular usan mas las pozas

naturales, mientras que los juveniles las presas agricolas.

La seleccidon de presas agricolas por juveniles se mantiene tanto en época de secas como de
lluvias. En contraste, el uso de pozas por adultos cambia por estaciones al analizarse por sexos,
especificamente los machos ocupan ambos tipos de pozas siendo mas abundantes durante la
temporada de lluvias mientras que las hembras, en su mayoria ocupan las pozas naturales, siendo
mas abundantes en la época de secas. Diferencias en el uso de habitat por sexos y estadios han
sido reportados para esta especie en donde se sefiala que los machos ocupan cuerpos de agua

mientras que las hembras estan asociadas a zonas boscosas (Gonzalez-Bernal e.t al., 2015).
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Para nuestro estudio consideramos que estos patrones pueden relacionarse, en el caso de los
machos, a la preferencia que éstos muestran por ocupar cuerpos de agua en conjunto con la
temporada reproductiva y en el caso de las hembras a la baja disponibilidad de agua en el
ambiente debido a la estacionalidad del sitio lo cual las obliga a moverse de sitios preferidos
como parches con vegetacion a aquellos en los cuales puedan tener acceso a agua, en este caso

las pozas naturales (Zug y Zug, 1979).

La diferencia en uso de presas agricolas vs naturales puede entenderse como la seleccion que la
especie tiene en relacion a los recursos que encuentra en las mismas. En nuestro estudio las pozas
naturales presentan mayor variedad de refugios (vegetacion), en algunos casos suelos méas suaves
que les facilita el enterrarse, mayor lejania a asentamientos humanos y mayor cantidad de
alimento (artropodos). Esta diferencia en uso de tipos de reservorios de agua en relacién a los
distintos recursos que ofrecen se ha observado también en otras especies de anuros por ejemplo,
Uperoleia laevigata, Lymnodynastes peronii y L. tasmaniensis, prefieren ocupar cuerpos de agua
con altas densidades de vegetacion y carentes de peces independientemente de si son presas o

estanques (Hazell et. al., 2004).

Esto sugiere que los sitios modificados, es decir las presas agricolas, es donde posiblemente los
individuos de Rhinella marina, se encuentran bajo mayor estrés. A pesar de que otros estudios
sefialan que los sitios perturbados, como zonas alrededor de los asentamientos humanos, areas
abiertas por actividad humana e incluso caminos y carreteras son el habitat de encuentro comin
para esta especie (Sexton et. al., 1964 y Heatwole, 1996) es importante reconocer los recursos
que dichos sitios les ofrecen para entender el uso que hacen de ellos. Por ejemplo, la preferencia
por espacios abiertos como caminos Yy carreteras se debe a que éstos funcionan como circuitos
que facilitan el libre movimiento de individuos de esta especie en comparacion con habitats con
vegetacion (Seabrook y Dettman, 1996). No obstante, estamos convencidos que ademas de la
libertad de movimiento que pudiese brindar un habitat, los sapos de Rhinella marina al igual

que otros anfibios, requieren sitios 6ptimos de reproduccién, refugio y alimentacion.
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En ese sentido, la alta disponibilidad de alimento que las pozas naturales presentan, puede ser un
recurso determinante para la preferencia de la especie por éstas. Principalmente cuando se
entiende que es a través del alimento como los organismos obtienen energia, y mientras menos
tiempo necesiten invertir para encontrarlo, tendran mas tiempo que puedan dedicar a otras
actividades como la busqueda de refugio, desplazamiento, vocalizacion y reproduccion

(Sztatecsny y Schabetsberger, 2005).

Un indicio de posibles factores de estrés ambiental, disponibilidad de alimento y de la calidad del
habitat, es la condicion corporal de individuos (Schulte-Hostedde et al., 2005). La condicién
corporal se refiere a la cantidad de energia que almacena un individuo y mientras mayor sea la
disponibilidad de recursos en el habitat, los organismos presentaran mejor condicion corporal
(Schulte-Hostedde et al., 2005). En este estudio las hembras mostraron estar en mejor condicion
corporal en pozas naturales, tanto en estacion seca como lluviosa. Por lo anterior estamos
convencidos que las caracteristicas y disponibilidad de recursos que ofrecen las pozas naturales,
les permiten alcanzar mejores condiciones corporales, que pueden mejorar la produccion y

puesta de huevos.

Al comparar la condicion corporal entre sexos, se observd que los machos en general estan en
peor condicion. Una posible explicacion es que los machos se desarrollan a un ritmo mas lento,
alimentandose con menos frecuencia y durante la época reproductiva dedican gran parte de sus
reservas energéticas al canto y defensa de territorio para el apareamiento (Zug y Zug, 1979). Por
ejemplo, en anuros de Uperoleia rugosa se ha observado que los machos llegan a perder el 30%
de su peso corporal, debido al gasto energético que implica la defensa de territorio y

vocalizacion (Robertson, 1986).
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Para el caso de juveniles se esperaba que los individuos provenientes de pozas naturales se
encontraran en mejor condicién corporal, no obstante, los resultados informan que los juveniles
provenientes de presas agricolas, se encuentran en mejor condicion corporal. A pesar de que las
presas agricolas muestran menor disponibilidad de artropodos en general, la abundancia de los
mismos en esos sitios aumenta con el cambio de estacion, lo cual permite que los juveniles se
recuperen de la posible baja ingesta que presentan, siendo la estacion humedad aquella en la que
mejor condicién corporal muestran. Por otro, lado, es en la presas agricolas donde existe menor

densidad de individuos adultos y por consiguiente menor competencia intraespecifica.

Rhinella marina es reconocida por su versatilidad para ocupar una gran variedad de habitats, al
menos en donde ha sido introducido (Freeland y Kerin, 1988; Lever, 2001). La mayor presencia
de juveniles en presas agricolas, enfatiza lo expuesto anteriormente, sin embargo, creemos que
existen otro tipo de presiones ajenas al estudio que fuerzan a los juveniles a divergir. Por ejemplo
la competencia entre individuos suele estar asociada por la adquisicion de un recurso esencial
(MacArthur y Levins, 1967). Esta interaccion puede afectar la adecuacion de los individuos,
forzandolos a diferir, para evitar la competencia por el recurso (Schoener, 1982; Begon et. al.,
1990). A pesar de que no hay evidencia para Rhinella marina, que los describa como territoriales
en su distribucién natural (Zug y Zug, 1979), es probable que los juveniles escojan sitios distintos
a los preferidos por adultos para evitar la competencia con los mismos. Tal y como se estudié con
poblaciones invasoras que muestran reparticion del espacio entre sexos y estadios de esta especie
en donde se sefiala que los juveniles ocupan sitios distintos a los preferidos por los adultos
(Gonzélez-Bernal et al. 2015). Ademés de la competencia otro factor que podria influir en la
decision de evitar sitios ocupados por adultos es el canibalismo. Esta accion entre sapos de
Rhinella marina, se encuentra ampliamente documentada. Tanto casos de ingesta de sapos
juveniles por conespecificos adultos como estrategias por parte de los adultos para atraer a
juveniles y poder depredarlos ocurren en poblaciones invasoras evidenciando que la mayoria de
los juveniles como respuesta divergen de los sitios concurridos por sapos adultos (Pizzato y
Shine, 2008). Estos resultados sugieren que la preferencia por las presas agricolas esta en funcion
de la presencia de sapos adultos, méas que por el hecho de que las presas agricolas proporcionan

los requerimientos de habitat necesarios para los juveniles.
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Es importante sefialar que adicionalmente a la interaccion intraespecifica, existen otros factores
como las condiciones ambientales estacionales que han demostrado tener estrecha influencia en
la actividad de Rhinella marina (Zug y Zug, 1979). Por ejemplo la vocalizacion de los machos
suele estar asociada a la época himeda, aumentando la presencia de los mismos alrededor de los
cuerpos de agua (Zug y Zug, 1979). Durante las lluvias, la ocupacion de los sitios entre adultos es
distinta a lo observado el resto del afio siendo los machos significativamente mas cuantiosos que
las hembras. Esta tendencia se ha reportado en otros estudios donde se menciona que los machos
presentan mayor actividad en la temporada Iluviosa, siendo méas frecuentes que las hembras en
abril y ocupando los cuerpos de agua escogidos para la reproduccion mas temprano que las
hembras, pues es el llamado de los machos el que atrae a éstas (Zug y Zug, 1979; Wogel et. al.,
2005; Wells, 2007).

Nuestros resultados muestran que la vocalizacion de los machos se prolongé por mas de un mes,
y con ello la ocupacion de machos entre pozas de manera que el patron de actividad asociado a la
vocalizacion tuvo lugar a partir de abril, cesando en agosto. Este periodo de actividad
corresponde a lo observado en pozas naturales, ya que en las presas agricolas la vocalizacién
tuvo lugar dos meses después de lo registrado en pozas naturales, es decir comenzo en junio y

término en agosto.

Esta aparicion tardia de la temporada reproductiva en presas agricolas puede tener dos
implicaciones; por un lado muestra que los machos toman mas tiempo en ocupar estos sitios para
la reproduccién, probablemente para evitar condiciones subdptimas o para reducir la competencia
con los machos que ocupan las pozas naturales, y por otro puede tener un efecto en el éxito de
apareamiento por parte de los machos, ya que mientras menor sea el tiempo o duracién de la
reproduccion, menor numero de noches disponibles para las actividades reproductivas (Wogel
et. al.,, 2005; Wells, 2007). Por lo anterior podemos afirmar que adicionalmente a las
caracteristicas intrinsecas de las pozas naturales y presas agricolas, los sapos de Rhinella marina

estan respondiendo a los cambios ambientales estacionales.
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3. Implicaciones fisioldgicas

a. Pérdida de Agua por Evaporacion

A diferencia de otras especies de anuros, que reducen la pérdida de agua por la piel con
recubrimientos o capas cutaneas (Withers et. al., 1984; Wygoda, 1984; Wygoda, 1988), la
mayoria de los sapos carece de mecanismos cutaneos que ayuden a reducir la pérdida de agua por
evaporacion a traveés de la piel (Tracy, 1976; Wygoda, 1988; Seebacher y Alford, 2002).

Los resultados en este marco sugieren que los modelos de agar exhiben tasas de desecacion
similares en pozas naturales y presas agricolas, pero significativamente diferentes entre modelos
de adultos y juveniles. Esta diferencia puede explicarse debido a la relacion superficie-volumen
ya que entre mayor sea la relacién de area superficial comparada con el volumen de un individuo,
éste llega a perder mas rapidamente calor o agua (Shoemaker et. al., 1992; Tracy et. al., 2010).
Los modelos de juveniles muestran pérdidas de agua por evaporacién mayores a la que reflejan
los adultos, en promedio pierden 51.1 % de su peso después de 24 horas, esta tendencia también
puede observarse en periodos de tiempo mas cortos, sobretodo en la noche, cuando se muestran
mas activos. En otro estudio se informa que los limites criticos de desecacién en sapos es de
aproximadamente 52% de su peso corporal (Krakauer, 1970), esto sefiala que las condiciones en
los sitios estudiados pueden exponer a los juveniles a estar cercanos a sus limites criticos. Esto
claramente muestra una situacion de estrés para los juveniles, la cual deben ameliorar mediante
estrategias conductuales y/o fisiologicas que les permitan reducir la deshidratacion y el riesgo a

alcanzar dichos limites.
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Por otro lado, las tasas de pérdida de agua estan estrechamente relacionadas al tamafio, tipo de
habitat, temperatura y humedad ambiental, entre otros (Licht y Bennett, 1972). Un ejemplo de
esta relacion es lo reportado en un estudio con sapos de Rhinella marina, en donde se determino
que los sapos méas grandes pierden mayor cantidad de agua y lo hacen a un ritmo acelerado
(Seymour y Lee, 1974), por el contrario nuestros resultados con modelos de agar sefialan algo
totalmente opuesto, ya que la mayor pérdida de agua se registroé en nuestros modelos de juveniles
lo cual refleja la relacion masa-volumen, que se refiere a la tolerancia a la pérdida de agua en
funcién del tamafio corporal, es decir que la pérdida de agua de un organismo pequefio aumenta
en relacion al volumen de agua que puede almacenar, de manera que los individuos méas grandes

tienen mayor resistencia a la pérdida de agua. (Shoemaker et. al., 1992; Tracy et. al., 2010).

Cabe mencionar que estos resultados contrastantes pueden indicar una diferencia en el método
empleado para evaluar la pérdida de agua, ya que los modelos de agar no simulan muchas de las
estrategias fisiologicas y conductuales de sapos vivos. Sin embargo; dichos modelos se han
empleado de manera exitosa, ya que bajo condiciones similares sufren las mismas tasas de
evaporacion de agua que un organismo vivo, ademas de proyectar temperaturas superficiales
comparables con la de individuos en su hébitat natural (Wygoda, 1984; Navas y Araujo, 2000).
Por lo cual los modelos de agar pueden reflejar las condiciones hidricas y térmicas de los
microhabitats seleccionados por Rhinella marina como se ha visto en otros estudios
(Schwarzkopf y Alford, 1996). Esto es importante si se considera que la eleccion de sitios para

refugiarse es esencial para sobrevivir a las condiciones ambientales (Zug y Zug, 1979).

Los sapos al igual que la mayoria de los anfibios, son mas activos durante la noche,
permaneciendo refugiados en el dia sobre todo cuando la temperatura ambiental es elevada y la
humedad es baja (Denton y Beebee, 1993; Seebacher y Alford, 1999; Seebacher y Alford, 2002).
Por lo tanto el conocimiento obtenido a partir de los diferentes tratamientos a los que fueron
expuestos los modelos de agar, contribuye a entender cuales son los requerimientos a nivel de
microhabitat que reducen el riesgo de deshidratacién. Nuestros resultados muestran que los
tratamientos privados de humedad (Sol- Seco y Sombra-Seco), redujeron significativamente su

masa corporal por deshidratacion.
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Esto sugiere que Rhinella marina necesita de sitios hiUmedos para mantenerse hidratado, que les
permiten reducir la tasa de pérdida de agua por evaporacion, como zonas bajo arboles (Seebacher
y Alford, 2002). Por tal, la eleccion y disponibilidad de microhabitat es esencial para la
sobrevivencia, sobre todo cuando la falta de humedad y refugios adecuados son la principal
causa de muerte en adultos de Rhinella marina (Zug y Zug, 1979). Por ejemplo, se sabe que
durante la estacion seca los sapos de esta especie hacen uso de sitios més frescos con lo que
reducen la pérdida de agua y temperatura corporal, de lo contrario se estima que pueden perder
mas del 25% del peso corporal por evaporacion de agua (Seebacher y Alford, 2002). Ante el
riesgo a la desecacion, la eleccién de microhabitats frescos parece ser sumamente importante
cuando las condiciones ambientales son secas. Se ha reportado que los microhabitats utilizados
por Rhinella marina en donde ha sido introducido, son similares a los usados por sus
conespecificos nativos, asi como para otras especies de sapos (Zug y Zug, 1979; Denton y
Beebee, 1993; Seebacher y Alford, 2002).

En este estudio, la mayoria de los sapos se observaron sobre vegetacion y dentro del cuerpo de
agua, principalmente a la orilla. Estas caracteristicas de uso de microhabitat se ha reportado en
otros anuros, sobre todo para especies terrestres (Lima y Magnusson, 1998). El uso de vegetacion
generalmente estuvo asociado al reposo y alimentacion, cabe mencionar que a pesar de que esta
ultima conducta fue menos frecuente que las demas, sélo se observo en pozas naturales, y que
posiblemente esté relacionado con lo ya mencionado sobre la disponibilidad de artrépodos en
estos sitios. Adicionalmente a la vegetacion, el margen de los cuerpos de agua fue el
microhabitat mas usado, el cual se relaciona principalmente con la hidratacion, ya que no se
observaron amplexos en ninguno de los cuerpos de agua estudiados, pese a escuchar machos

vocalizando durante las lluvias.

Este uso diferencial de microhabitats parece obedecer ciertas caracteristicas conductuales de los
sapos, de manera que el uso de vegetacion y agua, en la mayoria de los casos estuvo asociado al
reposo e hidratacion respectivamente, sin distincion entre sitios y estaciones. No obstante en
otros estudios se informa que durante la estacidn seca, la vegetacién fue el microhabitat mas
deshidratante, situacion que cambia durante la estacion humeda (Seebacher y Alford, 1999;
Seebacher y Alford, 2002).
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Las conclusiones generales de este estudio es que los microhébitat frescos fueron mas usados
por Rhinella marina, durante periodos de sequia, demostrando que las variaciones estacionales
influyen en la eleccion de microhabitats para refugiarse (Seebacher y Alford, 1999; Seebacher y
Alford, 2002). De manera, que Rhinella marina debe elegir microhabitat himedos, para

minimizar la pérdida de agua por evaporacion a través de la piel.

a. Rendimiento fisico

Es claro que la temperatura y humedad ambiental representan una limitante de la actividad de
anfibios. En anuros se ha observado que cuando las condiciones ambientales son suboptimas,
éstos desarrollan respuestas conductuales, para evitar alcanzar temperaturas corporales que
excedan su rango de tolerancia térmica, es decir cuando su limite va mas all4 de la temperatura
critica maxima (TCMax) o se encuentra por debajo de la temperatura critica minima (TCMin). Si
los organismos alcanzan estos niveles pueden sufrir alteracion parcial o total de sus funciones
fisioldgicas y motrices (Lutterschmidt y Hutchison, 1997; Hillman et. al., 2009). Estudios
previos han descrito que las pruebas de desempefio fisico, se han empleado con gran éxito para
determinar la TCMax y TCMin, asi mismo también es posible determinar la temperatura 6ptima

(Topt), que es reflejo de la temperatura preferida por los individuos (Cowles y Bogerts, 1944).

Los resultados a partir de evaluar el rendimiento fisico muestran que los sapos mantuvieron
periodos méas largos de actividad (medidos por numero de vueltas) y mayor velocidad
(metros/minutos) a los 23°C, esto sugiere que las pruebas de laboratorio nos dan una inferencia
de la temperatura Optima (Topt), en la que los sapos se muestran mas activos. Paralelamente se
muestra que conforme la temperatura ambiental desciende a 13°C o asciende a 33°C, el

desempefio de los sapos decae.
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Por ejemplo observamos que la mayoria de los sapos expuestos a 13°C, después de dar 3 vueltas
a la pista de prueba, entorpecieron o redujeron sus movimientos. Esta incapacidad de respuesta
también fue observada en algunas ocasiones durante la prueba a 33°C, aunque fue mas frecuente
observar que los sapos extendian el tiempo de descanso antes de completar una vuelta. Estas
conductas observadas sugieren que la temperatura corporal de Rhinella marina esta influencia
por la temperatura ambiental, cuya exposicion proxima a sus TCMin y TCMax, puede determinar

su sensibilidad o resistencia a las cambiantes condiciones de temperatura del medio.

Las condiciones ambientales, no sélo producen variacion en la temperatura corporal de sapos,
sino que también influyen en el nivel hidratacion (Preest y Pough, 1989). Esta percepcion no es
del todo consistente con lo reportado en este estudio, ya que nosotros observamos que sin
importar el nivel de hidratacion de 80, 90 o 100%, el rendimiento de Rhinella marina no mostré
alteracion, de manera que los sapos totalmente hidratados no fueron mas veloces, ni efectuaron
mayor numero de vueltas que los sapos parcialmente hidratados. Esto significa que la hidratacion
a esos niveles no muestra influencia en el rendimiento de Rhinella marina, siendo la temperatura
ambiental el principal desafio para los sapos de esta especie durante sus periodos de actividad.
Contrariamente a este planteamiento se ha documentado que el rendimiento fisico de otras
especies de sapos como Bufo americanus o Anaxyrus americanus, estd determinado por la
temperatura fluctuante y el porcentaje de hidratacidn, concluyendo que los sapos hidratados al
100 y 90%, muestran mejor rendimiento locomotriz conforme la temperatura fluctuante
aumenta, pero a medida que los sapos se encuentran mas deshidratados, el rendimiento decae

paralelamente con las temperaturas mas bajas (Preest y Pough, 1989).

No obstante consideramos que estas observaciones contrastantes entre Bufo americanus o
Anaxyrus americanus Yy Rhinella marina pueden ser el resultado del método empleado, aunque
no descartamos que la sensibilidad a la temperatura y nivel de hidratacion, varia entre individuos,
dejando entre ver que algunos sapos han desarrollado estrategias conductuales y/o fisioldgicas
para mantener dentro de ciertos limites el nivel de deshidratacion, pero muy probablemente no
han establecido estrategias exitosas para resistir un rango mas amplio de temperaturas

ambientales.
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Esto significa que aquellos individuos con un margen de tolerancia térmico amplio tienen
mayores posibilidades de establecerse en un hébitat desconocido, debido a que muestran mayor
resistencia a las condiciones cambiantes del nuevo habitat (Diamond et. al., 2011). Por lo que
suponemos que solo aquellos sapos con un margen de tolerancia térmico mas amplio, tienen
mayores posibilidades de resistir a los cambios en condiciones ambientales. Aunque también
suponemos que a pesar de que algunos individuos han sido capaces de resistir a las cambiantes
condiciones ambientales, el impacto de la perturbacion humana representa un factor de estres

adicional, cuyo efecto puede agudizar los cambios de temperatura ambiental.

Por tal motivo resulta importante conocer si la temperatura ambiental ha cambiado a través del
tiempo, como resultado de la creciente actividad humana que se desarrolla en el area de estudio.
En este sentido las estimaciones de temperatura ambiental revelan que la temperatura fluctuante
entre sitios es similar, esto podria indicar que a pesar de las diferencias contrastantes en la
densidad vegetal, ésta no influyd en la regulacion de la temperatura a través de la reflexion de
los rayos solares o por el efecto de sombra como lo sefialan algunos estudios (Lannoo, 2005;
IPCC, 2013; Wake y Vredenburg, 2008). Esto supone que independientemente de las
caracteristicas y tiempo de existencia de los cuerpos de agua, las diversas practicas que se
llevaron y/o se llevan a cabo en los alrededores de los sitios estudiados han contribuido al
aumento de la temperatura. Un ejemplo de esto, es lo obtenido a partir de estimar las
temperaturas ambientales historicas, donde la temperatura promedio estimada de 1995 a 1999 fue
de 25.4°C, situacion que cambia a partir del afio 2000, donde se observa un aumento de la
temperatura promedio a 28.8°C, por lo que suponemos que mas que tratarse de un efecto

episddico, parece ser un efecto derivado de la trasformacion del entorno.
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Estos resultados sustentan nuestra hipdtesis sobre que la transformacion del hébitat y
modificacion de cauces naturales, pueden agudizar algunos efectos de variacion local de la
temperatura y humedad ambiental, siendo los sitios mas alterados aquellos donde la especie se
encuentra afectada negativamente. Ya que actuando en sinergismo con las variaciones de
temperatura y humedad, las précticas antropicas reducen la idoneidad del hébitat ocupado por
este y otros anfibios, limitando la disponibilidad de sitios para el desempefio de funciones
basicas como la termorregulacion, la movilidad, la alimentacion y reproduccion, provocando
estrés y en el peor de los casos la muerte. No obstante, muchas especies de anfibios han resistido
tales cambios, ya que a pesar de su limitada capacidad de dispersion y dependencia a ciertas
condiciones del habitat, han prevaleciendo a lo largo de la evolucion. Aunque por otra parte
diversos estudios han sefialado que debido al corto tiempo e intensidad en que suceden estos
cambios, los anfibios podrian no responder al mismo tiempo en que suceden estos cambios
(Blaustein, 1994; Donnelly y Crump, 1998; Carey y Alexander, 2003; Wake y Vredenburg,
2008). Por ejemplo las variaciones de temperatura y humedad son sefialadas como responsables
de las réapidas disminuciones del sapo dorado (Incilius periglenes o Bufo periglenes) en
Monteverde, Costa Rica, los cuales afirman se encontraban en sus limites fisioldgicos a

consecuencia de la falta de humedad (Pounds y Crump, 1994; Pounds et. al., 1999).

En este sentido consideramos que los sapos de Rhinella marina estudiados en este trabajo,
ofrecen diversas caracteristicas que pueden servir de indicadores sobre los efectos de transformar
el habitat y/o variaciones de temperatura y humedad. Ademas debido a su abundancia y
resistencia a cierto grado de perturbacion, esta especie permite dilucidar patrones de uso de
habitat y entender una respuesta de como la trasformacion del habitat en sinergia con las
variaciones de temperatura y humedad, estan reduciendo y/o modificando el tiempo y sitios
Optimos de ocupacion para especies nativas. Al mismo tiempo permite visualizar un panorama al
cual muchas otras especies de anfibios se enfrentan o enfrentaran a nivel local e incluso a mayor

escala.
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Es claro que se necesitan estudios a largo plazo para conocer el efecto de la transformacion del
habitat, en otras especies de anfibios, sobre todo cuando su abundancia puede ser baja, se
observan en menor frecuencia o son de habitos cripticos. Asi mismo consideramos
imprescindible evaluar como la perturbacion del habitat por actividades humanas, aunado a las
variaciones ambientales influye de multiples formas en procesos fisiolégicos, conductuales, y
reproductivos de anfibios, procesos que en ocasiones determinan su presencia o abundancia en
habitats especificos. Muchos de estos aspectos aun permanecen indeterminados, en este sentido

nuestro estudio es un intento por generar respuesta a algunos de ellos.
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X. Conclusiones

A pesar de que Rhinella marina es considerada una especie favorecida por las actividades
humanas, consideramos que el acelerado ritmo en que suceden estos cambios en sinergia con las
variaciones de temperatura y humedad local, estan reduciendo y/o modificando la disponibilidad
de sitios adecuados para este y otros anfibios en los Valles Centrales de Oaxaca. Consideramos
que la reforestacion de sitios perturbados es imprescindible para el establecimiento de Rhinella
marina Yy otros anfibios, ya que la densidad de vegetacion provee refugio e indirectamente
alimento. Otra medida seria preservar inalterables los cuerpos de agua especialmente en zonas
donde no se han llevado a cabo précticas antropicas de represamiento, ya que la modificacién de
los mismos puede alterar las condiciones del habitat indispensables para la ocupacion de anfibios
nativos. De igual manera consideramos que se deben implementar herramientas para informar,
involucrar y concientizar a los locatarios, sobre la conservacion de cuerpos de agua y la calidad
del hébitat alrededor de ellos; es probable que el mejoramiento de condiciones alrededor de las
presas (aumento de vegetacion, reduccion de extraccion de material pétreo) pueda mejorar las
condiciones disponibles para los anfibios que hacen uso de ellas. Estas medidas pueden ayudar a
mantener especies nativas de anfibios en sitios antropizados en un momento determinante para la

sobrevivencia de estos organismos.
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www.finanzasoaxaca.gob.mx/ pdf. Plan Municipal de Desarrollo 2008-2010 Santa Inés
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Anexo 1. Modelos de agar

Modelos de agar bajo el tratamiento sol - seco y sol —humedo (1), y sombra — seco (2)

Modelos de agar de juveniles y adultos (3)



