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1. RESUMEN

El control de la pérdida de agua por evapotranspiracion (EWL, por sus siglas en
inglés) en la piel de anfibios ha sido considerado como un factor importante en su adaptacion
para conquistar ambientes terrestres. Para disminuir la EWL, este grupo ha desarrollado
estrategias comportamentales (adoptar postura de conservacion de agua o seleccion de
microhabitats himedos), morfologicas (desarrollo de una piel mas gruesa) y fisiologicas
(desarrollar resistencia cutanea). En el presente estudio, se analizaron las tasas de (EWL)
bruta, ajustada y en postura de conservacion de agua para dos especies de anuros terrestres:
Pristimantis actites e Hyloxalus infraguttatus. Se comparé la EWL en postura de
conservacion de agua de las ranas vivas con las de modelos de agar al 3% de igual forma,
tamafio y color, mediante un flujo de aire (0.25 m s™) seco (0% de humedad relativa) y a
temperatura ambiente ¢ 20 °C) para determinar su resistencia a la desecacion. P. actites
presentd una tasa bruta de pérdida de agua de 0.1658 g h e H. infraguttatus de 0.091 g h™.
La diferencia entre especies, puede estar determinada por el tamafio, comportamiento o
presencia de un mecanismo de resistencia cutanea en las mismas. La tasa de pérdida de agua
ajustada de P. actites fue 3.42E-06 g cm? st y para H. infragutttatus fue 2.478E-06 g cm™
s, las cuales pueden estar determinadas por el comportamiento o un mecanismo de
resistencia cutanea. Finalmente la tasa de pérdida de agua en postura de conservacion de
agua para P. actites fue de 2.28E-06 gcm2s?y para H. infraguttatus fue de 3.59E-06 g cm”
25!y la de sus modelos de agar fueron 1.95E-06 g cm? sty 1.83E-06 g cm? st
respectivamente. Los resultados indicaron que el valor de resistencia cutanea para P. actites
fue de 2.22 s cm™ y para H. infraguttatus fue de 1.05 s cm™, diferencias posiblemente
relacionadas con sus habitos ecoldgicos. P. actites al encontrarse en habitats mas abiertos
como bosques secundarios o areas disturbadas, podrian ser mas propensos a pérdidas de agua
mayores; mientras que H. infraguttatus habita en lugares con poca incidencia del viento y
estan asociados a cuerpos de agua, lo cual podria conllevar a que la especie esté siempre

hidratada y no necesitar el desarrollo de un mecanismo de resistencia a la desecacion.

Palabras clave: Anfibios, evapotranspiracion, habitos ecoldgicos, postura de conservacion

de agua, resistencia cutanea.



2. ABSTRACT

Water loss due to evapotranspiration (EWL) control in the amphibians's skin has been
considered as an important factor in their adaptation to terrestrial environments. To reduce
EWL, this group has developed behavioral, morphological and physiological strategies, such
as adopting water conservation posture or selecting humid microhabitats (behavioral
strategies), increase of skin thickness (morfological strategies) and cutaneous resistance
(physiological mechanism). In this study, we analyzed the EWL rates (net, adjusted and in
water conservation posture) for two species of terrestrial anurans: Pristimantis actites and
Hyloxalus infraguttatus. EWL of the alive frogs were compared with to ones from frog exact
replicas (same shape, size and color) made from 3% agar. Frogs and replicas were exposed
to a constant flow of dry air (0.25 m s*; 0% of relative humidity) at room temperature ¢
20°C) to determine their resistance to desiccation. P. actites presented a net water loss rate
of 0.1658 g h™ and H. infraguttatus presented a rate of 0.091 g h™. The difference between
species may be determined by the size, behavior or presence of cutaneous resistance
mechanisms in them. The adjusted water loss rate in P. actites was 3.42E-06 g cm™ s and
in H. infragutttatus was 2.478E-06 g cm s%, which can be determined by the behavior or a
cutaneous resistance mechanism. Finally, the water loss rate in water conservation posture
for P. actites was 2.28E-06 g cm s and for H. infraguttatus it was 3.59E-06 g cm? st and
for their agar models were 1.95E-06 g cm™ s and 1.83E-06 g cm™ s respectively. The
results indicated that the cutaneous resistance value for P. actites was 2.22 s cm™ and for H.
infraguttatus it was 1.05 s cm™, differences which may be associated to their ecological
habits, P. actites is present in more open habitats such as secondary forests or disturbed
areas, so they may be more prone to greater water loss rates; while H. infragutttaus lives in
places with little wind and is generally associated to water bodies, which may mean that this
specie has more constant acces to hydration and does not need to develop a mechanism of

resistance to desiccation.

Keywords: Amphibians, cutaneous resistance, ecological habits, evapotranspiration, water
posture conservation.



3. INTRODUCCION

El calentamiento global es una amenaza para la biodiversidad (Malcolm et al., 2006),
la cual puede llevar a la extincion de miles de especies en los proximos 100 afios (Mooney
et al., 2009), debido a que los cambios en el clima pueden afectar la capacidad de
supervivencia, reproduccion y dispersion de las especies (Blaustein et al., 2010).

El 90% de los animales dependen de fuentes externas de calor para controlar la
temperatura corporal (ectotermos). Estos animales han realizado cambios evolutivos en su
fisiologia (crecimiento, locomocién y reproduccién) para compensar los efectos de la
variacion de la temperatura y asi conferir resiliencia al cambio climéatico (Seebacher et al.,
2015).

Los anfibios son animales ectotermos y un ejemplo de una de las radiaciones méas
amplias y conspicuas de animales terrestres, con mas de 7000 especies descritas en la
mayoria de los habitats y continentes (Pyron, 2014). Los anfibios cumplen roles importantes
en el funcionamiento de los ecosistemas, ya sea como controladores biol6gicos, en el ciclaje
de nutrientes, bioturbacién o en el flujo de energia (Hocking y Babbitt, 2014). Poseen
respiracion por medio de branquias en su fase larval y respiracién pulmonar, cutanea y
bucofaringea cuando son adultos. Una de las diferencias con otros vertebrados es que la
mayoria sufren notables transformaciones en su desarrollo lo cual se conoce como
metamorfosis, caracteristica que no presentan todos los anfibios, ya que algunos presentan
desarrollo directo (se desarrollan directamente en la morfologia de adulto) (Denver et al.,
2002).

Las poblaciones de anfibios han ido disminuyendo a nivel mundial en las dltimas
décadas (Barinaga, 1990; Wake, 1991; Houlahan et al., 2000). Son el grupo mas amenazado
entre los vertebrados, por sus etapas acudticas y terrestres al igual que por sus ciclos
reproductivos que dependen de la presencia de humedad. Por lo tanto, los hacen vulnerables
frente a los cambios que se dan en el ambiente (Ochoa et al., 2012). Factores como la pérdida
y fragmentacion del habitat, contaminantes, infecciones fungicas y bacterianas, temporadas
de sequia, efectos individuales y sinergismos entre el cambio climatico; entre otros han

provocado la alta sensibilidad de este grupo (Bovo et al., 2018).

El comportamiento de las especies al igual que sus habitats estan siendo alterados,

por lo cual las migraciones son necesarias para la supervivencia de los animales (Mooney et



al., 2009) . En los anuros el comportamiento migratorio esta limitado por las demandas del
equilibrio hidrico y la termorregulacion, siendo la pérdida de agua por evaporacion el mayor
problema, debido a que su piel carece de cobertura y es permeable al agua. Por lo cual, la
mayoria de anuros se distribuyen en un rango <1000 m de distancia desde su sitio natal
(Sinsch, 1990). Ademas, varias especies muestran una alta especificidad para habitats
particulares, biomas o nichos climaticos, factores que limitan la dispersion a larga distancia
(Pyron, 2014). Por ende, realizan migraciones si los sitios importantes de reproduccion,

hibernacidn o nutricion estan separados espacialmente (Sinsch, 1990).

La piel de los anfibios es un 6rgano respiratorio que representa el borde entre las
condiciones internas y la interaccion con el medio ambiente (Kaufmann y Dohmen, 2016).
Su funcién es intercambiar gas y agua entre los capilares sanguineos (que llegan hasta la
superficie de la piel) y el medio externo, por lo cual constituye el espacio donde ocurre la
evapotranspiracion y permite la absorcion de agua, cumpliendo un rol de equilibrio hidrico
(Fanjul et al., 1998). Es altamente vascularizada (Chew y Damman, 1961) y su
permeabilidad varia segun su habito ecolégico. Cuando los individuos se encuentran en la
tierra la permeabilidad aumenta para facilitar la absorcion de agua, pero en un medio
acuatico disminuye (Fanjul et al., 1998). La piel de los anfibios requiere que se mantenga
humeda y permeable al agua, ya que en consecuencia los anfibios presentan tasas de

evaporacion mas altas en comparacion con otros vertebrados (Chew y Dammann, 1961).

El control de la pérdida de agua por evapotranspiracion (EWL, por sus siglas en
inglés) en la piel de anfibios ha sido considerado como factor importante en su adaptacion
para conquistar ambientes terrestres. La EWL se determina por el tamafio de la rana, la
temperatura ambiental, la humedad relativa, el habitat, los periodos de actividad y los
procesos fisiologicos de la rana (Donnelly y Crump, 1998). Para disminuir la EWL, este
grupo ha desarrollado estrategias comportamentales como por ejemplo ser nocturno,
enterrarse, asumir postura de conservacién de agua (WCP, por sus siglas en inglés) y
seleccionar microhabitats humedos, morfoldgicas como el aumento de un mayor nimero de
proyecciones de piel (Vitt y Caldwell, 2013) y fisioldgicas como la impermeabilizacién de
la piel, cambios de color de piel, produccion de cera o presencia de resistencia cutanea
(Pough et al., 1983)

La resistencia cutanea es un parametro fisioldgico que permite conocer el

comportamiento de la piel en la regulacion de pérdida de agua por evaporacion, en



comparacion con una superficie de agua libre. Es una medida directa del efecto de las
estructuras tegumentarias y procesos sobre el movimiento del agua desde el interior del
animal, a través de la piel y hacia el exterior. Su cuantificacion nos permite realizar
investigaciones sobre los mecanismos fisiolégicos implicados, comparacion entre especies

y adaptacion de los animales a habitos terrestres (Spotila y Berman, 1976).

En los anfibios existe una relacion entre los habitos ecoldgicos y su resistencia
cutanea a la pérdida de agua y tolerancia a la deshidratacion (Young et al., 2015). Se ha
determinado que esta resistencia es mayor en especies arbdreas, menor en especies acuaticas
e intermedia en especies terrestres. Adicionalmente también se ha reportado una
correspondencia entre habitos ecolégicos y comportamientos de termorregulacion (Young
et al., 2015).

Uno de los métodos mas utilizados para estudiar la resistencia cutanea en anuros es
la comparacion de las tasas de pérdida de agua de las ranas con las de réplicas de agar al 3%;
que al no experimentar movimiento, ni circulacion sanguinea, han sido utilizados
tradicionalmente como modelos nulos (permeabilidad total) (Spotila y Berman, 1976;
Wygoda, 1984). Dichos modelos presentan resistencia cutanea igual a cero (superficie de
agua libre, que no proporciona resistencia interna a la evaporacion) (Leighly, 1937; Powell,
1940). Por lo tanto, son importantes para realizar comparaciones con organismos Vivos
(Rowley y Alford, 2009).

El Ecuador alberga 624 especies de anfibios descritas hasta septiembre de 2019,
ocupando asi el cuarto lugar con la anfibiofauna mas numerosa a nivel mundial (Ron et al.,
2019), pero se encuentra entre los paises mas afectados por las declinaciones y extinciones
poblacionales de anfibios, ubicandose en tercer lugar de Latinoamérica en nimero de

especies amenazadas (IUCN, 2019).

El presente estudio determinara si dos especies de anuros con habitos ecoldgicos
diferentes: Pristimantis actites e Hyloxalus infraguttatus presentan resistencia cutanea como

mecanismo de defensa contra la pérdida de agua.

Pristimantis actites una especie endémica del Ecuador que se distribuye en los
alrededores de Pilalo en la vertiente del Pacifico de la Cordillera Occidental, en el centro de
Ecuador, en un rango altitudinal de 1420 a 2658 m.s.n.m (Yéanez et al., 2018). Individuos

juveniles son conspicuos durante el dia, mientras que las ranas adultas presentan actividad



durante la noche (Lynch, 1979). Individuos de esta especie, habitan en bosques nublados,
zonas disturbadas como potreros 0 bosques secundarios; muestran una tendencia a
seleccionar habitats muy himedos (Lynch y Duellman, 1997) y presentan desarrollo directo,
que es un modo reproductivo de una morfologia adulta sin pasar por la etapa larvaria

intermedia (Callery, Fang, y Elinson, 2001).

Hyloxalus infraguttatus se encuentra distribuida en las estribaciones occidentales de
la Cordillera Occidental de los Andes y en la Cordillera de la Costa del Ecuador, desde los
70 a 1500 m.s.n.m (Coloma et al., 2018). Es una especie diurna, la cual inicia su actividad a
las seis de la mafiana, se mantiene durante el dia, disminuye en la tarde y se inactiva durante
la noche (Diaz, 1998). Esta especie se encuentra junto a canales de agua o pozas. Presentan
desarrollo con larva acuatica (Coloma et al., 2018) y su época reproductiva esta asociada a
condiciones climaticas, es decir temporada lluviosa entre marzo y abril (Pazmifio, 2012).
Los machos cuidan de la puesta de 7 a 18 dias, manteniendo los nidos hiumedos con su orina,
hasta que los huevos eclosionan (Duellman, 1992). Luego de la eclosion el macho carga los
renacuajos en el dorso por 2 o 3 dias hasta depositarlos en el agua, donde la metamorfosis

se completa en aproximadamente 3 meses (Pazmifio, 2012).

Los estudios sobre la resistencia cutanea en anfibios son escasos en el Ecuador. Se
tiene como referencia investigaciones realizadas por Guevara (2017), Maldonado (2017) y
Morales (2019), quienes reportan que especies con habitos ecoldgicos diferentes, presentan
distintos mecanismos para afrontar cambios que se dan en el ambiente donde se
desenvuelven. Maldonado (2017), menciona que la resistencia cutanea para Pristimantis
unistrigatus (especie terrestre) es 2.814 cm st y para Hypsiboas cinerascens (especie
arborea) es 3.082 cm s, demostrando una resistencia cutdnea mas alta para especies
arboreas, las cuales estan expuestas a ambientes hostiles y la distancia a fuentes de agua es

mayor al igual que la velocidad del viento (Tracy et al., 2010).

Con los antecedentes ya mencionados, la presente investigacion es de gran
importancia. Permitira contribuir con el conocimiento de las tasas de pérdida de agua y
resistencias cutaneas que presenta, Pristimantis actites e Hyloxalus infraguttatus con
distintos habitos ecoldgicos (actividad nocturna-actividad diurna), distintos tipos de
reproduccion (desarrollo directo — larva acuatica); por ende con datos para estudios de
conservacién. Debido a que la presencia o ausencia de resistencia cutanea, nos permite

entender cdmo las poblaciones de anfibios podrian responder a potenciales cambios



ambientales (temperatura - precipitaciéon), y asi crear proyectos para conservar la

biodiversidad, principalmente a los anfibios del Ecuador.



4. OBJETIVOS

4.1. GENERAL:

e Comparar las resistencias cutneas a la pérdida de agua por evapotranspiracion en
individuos adultos de dos especies de anfibios con habitos ecoldgicos diferentes:

Pristimantis actites e Hyloxalus infraguttatus.

4.2. ESPECIFICOS:

e Determinar las tasas de pérdida de agua por evapotranspiracion en postura de
conservacién de agua de Pristimantis actites e Hyloxalus infraguttatus.

e Determinar las tasas de pérdida de agua por evapotranspiracién de modelos de agar
al 3% de Pristimantis actites e Hyloxalus infraguttatus en postura de conservacion
de agua.

e Calcular la resistencia cutanea a la pérdida de agua por evaporacion en Pristimantis
actites e Hyloxalus infraguttatus mediante la comparacion de sus tasas de desecacién
y las de sus modelos de agar correspondientes.

e Asociar la resistencia cutanea de Pristimantis actites e Hyloxalus infraguttatus con

sus habitos ecoldgicos.



5. MATERIALES Y METODOS

5.1. COLECCION DE INDIVIDUOS

Se recolectaron 15 individuos de la especie Pristimantis actites en La Reserva Rio
Guajalito provincia de Santo Domingo de los Tsachilas (0.212559°S, 78.88128°0) a una
altitud entre 1785 y 1973 m.s.n.m; entre las 20:30 y 01:51h. También se recolectaron 15
individuos de la especie Hyloxalus infraguttatus en la Reserva Ecoldgica Manglares Churute
provincia del Guayas (2.42423°S, 79.66312°0) a una altitud entre 43 y 178 m.s.n.m; entre
las 14:30 y 22:38h. Los individuos fueron colocados en recipientes individuales de plastico,
con papel toalla humedecido y se trasladaron a las instalaciones de la Iniciativa de
Conservacion “Balsa de los Sapos” de la Escuela de Ciencias Biologicas de la Pontificia

Universidad Catolica del Ecuador.

5.2. MANTENIMIENTO EN EL LABORATORIO

Las ranas recolectadas se colocaron en contenedores individuales plasticos en las
instalaciones de la Iniciativa de Conservacion “Balsa de los Sapos”, con suministros
manuales de agua y comida 3 veces a la semana, con grillos (Gryllus assimilis) de tamafio

apropiado segun el tamario de las ranas.

Los individuos de P. actites fueron sometidos a un ciclo de 12 horas de luz y 12 de
oscuridad. Los individuos de H. infraguttatus previamente fueron sometidos a este mismo
ciclo; sin embargo al no adoptar postura de conservacion de agua (experimentos no
reportados), se les cambid el ritmo circadiano sometiéndoles a 12 horas de oscuridad y 12

horas de luz en un terrario de vidrio, cubierto por telas negras.

Su aclimatacion fue por una semana bajo condiciones controladas de temperatura
(~20 °C), generando una aclimatacion a las condiciones del laboratorio, para evitar que los
resultados sean afectados por las condiciones de las localidades de coleccion de las ranas.
Se procedio a realizar los experimentos en las instalaciones del Laboratorio de Ecofisiologia

de la Escuela de Ciencias Biologicas de la PUCE.
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5.3. EXPERIMENTOS DE DESECACION

Se us0 un sistema abierto de flujo de aire (Figura 1) para medir la tasa de pérdida de
agua por evapotranspiracion (Young et al., 2015). Este sistema estuvo conformado por 3
camaras de vidrio interconectadas, en donde la camara inicial y final llevaron un registrador
automatico de temperatura y humedad relativa (Hygrochron iButton DS1923, resolucion
0.0625°C y 0.04% HR), los cuales tomaron datos cada 10 segundos. Estos registradores
permitieron conocer las diferencias de temperatura y humedad relativa del flujo de aire antes
y después de bafiar la camara experimental.

Los registradores fueron misionados y la informacién registrada se descargé en el

computador mediante el programa OneWire version 3.15.50 (OneWireViewer, 2010).

El flujo de aire fue fijado en 102 ml min* y 330 ml min, segln el tamafio de la
camara experimental donde se colocaron a los individuos experimentales, para producir una
velocidad de aire de 2.5 cm/s en las camaras experimentales de 2.95 cm y 5.3 cm de diametro
respectivamente. Se conect6 una bomba de aire de acuario a una columna secante de 20 cm
de largo por 5.5 cm de didmetro de Drierite (8 mesh), y el flujo de aire fue controlado por
un lector de flujo OMEGA (FLR1002-D), que se encontro a la salida del sistema de flujo.

5.4. EXPERIMENTOS DE PERDIDA DE AGUA

Antes de realizar los experimentos, cada rana fue hidratada y al ingresar a la camara,
el exceso de agua fue retirado con papel toalla, luego se procedié a oprimir ligeramente el
abdomen de la rana para asegurarnos de que la vejiga estuviese vacia y evitar que afecte en
los resultados de la humedad de salida (Pough et al., 1983). Se tomaron medidas del
individuo: rostro-cloaca, el ancho del abdomen y la cabeza y la profundidad del abdomen,
también se registrd el peso inicial en una balanza electronica (BOECO Germany BB1-41)
con una precision de 0.001g. Cada experimento constd de 3 fases con una duracion de 2
horas. La primera fase fue de 30 minutos, en donde se cre6 una linea base de las condiciones
del flujo de aire; la segunda fase fue de 1 hora, en donde se coloc6 al individuo en la camara
experimental central, tiempo en el que se esper6 que la rana adopte una posicién de

conservacion de agua y la ultima fase fue de 30 minutos. Donde se cred una linea base final,
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sin la rana en la cAmara central, para verificar que las condiciones vuelvan a su estado

original.

Durante la fase dos (con la rana en la camara experimental), se tomaron fotografias
cada 10 segundos de las cuales se registro la siguiente informacién: fecha del experimento,
hora desde que inicia el experimento cada 10 segundos, flujo de aire mostrado en el lector,
postura (que tipo de actividad tiene la rana en esta foto, en donde S=sentada y
M=movimiento, con respecto a la foto anterior), WCP (postura de conservacion de agua,
N=no, S=si, C=casi) (Anexo 1), posicién respecto a la camara (E=entrada, M=medio,
S=salida), y posicién son respecto al flujo (F=favor, C=contra, T=transversal). Después de
determinar esta fase se tomo el dato de la temperatura corporal en el dorso de la rana,

mediante un termopar OMEGA HH378 y se registrd su peso final.

5.5. MODELOS DE AGAR

Para poder determinar si existe resistencia cutanea para evitar la pérdida de agua por
evapotranspiracion, se comparo la tasa de desecacion de las ranas vivas con las de modelos
de agar al 3%, ya que presentan tasa de evaporacion igual al agua libre (Rowley y Alford,
2009) en postura de conservacién de agua. Se uso alginato con indicador de color (Max Print
Cromatico) para la creacion de los moldes hechos con las ranas reales anestesiadas (las
cuales al momento de ser anestesiadas fueron sacrificadas), dichos moldes permitieron la
creacion de los modelos de las ranas con una solucion de agar al 3%. Los modelos contaron
con la forma, tamarfio y color mediante tinte vegetal correspondiente al de las ranas reales
(Figura 2). Los especimenes experimentales posteriormente fueron depositados en la

coleccion de herpetologia del Museo de Zoologia (QCAZ).

Para obtener la tasa de pérdida de agua por evapotranspiracion de los modelos de
agar, se realizé el mismo procedimiento que para las ranas vivas. Previamente los modelos
fueron moldeados acordes a las medidas de las ranas utilizadas y se procedié a colocar
esmalte de ufias transparente en la parte ventral, para simular que no estan expuestos al flujo
de aire. Los experimentos con los modelos de agar, se sometieron al flujo de aire por 30
minutos y se colocaron en la misma posicion dentro de la cdmara, con respecto al flujo de
aire en las que las ranas reales adoptaron la postura de conservacién de agua o se

mantuvieron la mayor cantidad de tiempo sin moverse dentro de la camara experimental.
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Se realiz6 un escalamiento multidimensional no métrico (NDMS) vy la Prueba de
Spearman para determinar la correlacion que existe entre las ranas vivas y los modelos de

agar (Anexo 2y 3).

5.6. CALCULO DE LAS TASAS DE PERDIDA DE AGUA POR
EVAPOTRANSPIRACION CUTANEA

La formula usada para calcular la tasa de pérdida de agua por evapotranspiracion por
hora fue:

(Po—-Pf)*60

EWL = TF—To

(Ecuacion 1)

Donde EWL corresponde a la tasa de pérdida de agua por evapotranspiracion (g ht),
Po representa el peso inicial, Pf es el peso final de la rana o0 modelo de agar (g); Tf es el

tiempo final del experimento y To indica el tiempo inicial del experimento (min).

Withers y colaboradores en 1984, desarrollaron una formula alométrica, la cual
permite calcular la superficie expuesta cuando la rana adquiere WCP), para asi evitar que el
tamafio de los individuos pueda generar sesgo. Esta formula fue utilizada por Buttemer y
Thomas, (2003) obteniendo un valor estandarizado que permita comparar entre especies. La

formula fue:

SA= 6.6W0° (Ecuacion 2)

En donde SA corresponde al area de superficie expuesta (cm2) y W representa el

peso inicial de la rana (g).

Para obtener la tasa de EWLsa de utilizo la siguiente formula:

_ EWL/3600

EWLsa= ——— (Ecuacion 3)
SA

Donde, EWLsa representa la tasa de pérdida ajustada (g cms™), EWL la tasa de

perdida de agua (g h™) y SA corresponde al area de superficie expuesta (cm?).
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Para calcular la tasa de EWL en postura de conservacion de agua (WCP), se utilizd
una rutina de programacion en R (R Core Team, 2016), la cual nos permitio calcular la tasa
de EWL de las ranas vivas que asumieron WCP 0 se mantuvieron sin moverse en base de
las diferencias de la humedad relativa entre la entrada y salida del flujo del aire, la
temperatura y el flujo de aire cada 10 segundos que se obtiene de las fotografias durante el

experimento.

5.7. RESISTENCIAS CUTANEAS

Para calcular la resistencia cutanea se uso la férmula:

__D
ri+rb

(Ecuacién 4)

Donde Ec corresponde a la tasa de pérdida de agua (g cm?s?), p representa el
gradiente de densidad de vapor de agua, ri representa la resistencia cutanea (s cm™) y rb la
resistencia de capa borde (s cm™) es el area expuesta. En el caso de los modelos de agar su
resistencia cutanea es igual a cero; porque una superficie de agua no proporciona resistencia
interna a la evaporacion (Leighly, 1937 y Powell, 1940). Asi la resistencia total (RTotal) a
la desecacidn se convierte en la resistencia de la capa borde entre (organismo y ambiente)
(Wygoda, 1988).

p=sds(Ts) —RH sda (Ta) (Ecuacion 5)

En donde, p corresponde al gradiente de densidad de vapor de agua, (sds)
corresponde a la densidad de saturacion de vapor del agua a la temperatura corporal (Ts),
RH, representa la humedad relativa, sda representa la densidad de saturacion de vapor a la

temperatura del aire (Ta).
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5.8. DATOS AMBIENTALES

Se extrajeron datos de temperatura maxima y minima y precipitacion mensuales de
las localidades de coleccion de los individuos experimentales, a partir de las capas de datos
mensuales de temperatura y de precipitacion disponibles en el Mapa de Ecosistemas del
Ecuador (MAE, 2013). Los datos obtenidos de temperatura dueron multiplicados por 10,
para ubicarlos dentro de la misma escala de la precipitacion y asi visualizar las diferencias
entre las localidades de muestreo. La fluctuacion de estas variables mensuales fueron
graficadas con el programa GraphPad Prism (GraphPad Software, 1999). Los graficos de las
variables ambientales, se usaron para determinar cuales son los periodos secos o lluviosos
en los lugares donde Pristimantis actites e Hyloxalus infragutttaus fueron colectados (Figura
3y4).
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6. RESULTADOS

6.1. MEDIDAS MORFOMETRICAS

Los experimentos para Pristimantis actites se realizaron con 12 individuos, de los
cuales obtuvimos los siguientes rangos de medidas: peso entre 0.62 y 22.33 g (x= 5.46 +
7.15), SVL de 19.2 a 67.9 mm (x= 36.58 + 16.54), ancho de la cabeza (Wh) de 4.4 a 28.3
mm (x= 13.94 + 7.64), ancho del abdomen (Wa) de 6.1 a 33.7 mm (x= 16.07 + 9.08) y la
profundidad del abdomen (Ad) entre 6.3 y 19.9 mm (x= 11.57 + 4.98) (Tabla 1).

Los experimentos para Hyloxalus infraguttatus se realizaron con 12 individuos, de
los cuales obtuvimos los siguientes rangos de medidas: peso entre 0.8 y 1.32 g (x=1.02 +
0.16), SVL de 18.3 a 23 mm (x= 20.80 + 1.43), ancho de la cabeza (Wh) de 6.3 a 7.9 mm
(x=7.34 £ 0.78), ancho del abdomen (Wa) de 8 a 11.6 mm (x=9.10 £ 1.33) y la profundidad
del abdomen (Ad) entre 7.3y 9.3 mm (x=8.38 + 0.69) (Tabla 1).

Se determind que las medidas de las ranas de P. actites con sus modelos de agar
respectivos, se encontraban altamente relacionadas, con excepcion en el ancho del abdomen
(p=0.61) yenel caso de H. infraguttatus hubieron diferencias significativas en la correlacion
del ancho (p=0.31) y profundidad (p= 0.05) del abdomen. Estas correlaciones se realizaron
con la prueba de Spearman (rho), la cual determind que los valores de comparacion entre
especies y sus modelos podrian variar; ya que cuando se realizaron los moldes, las ranas
vivas habian reducido el ancho del abdomen y por ende la profundidad del mismo, como

causa del estres al vivir en cautiverio (Anexo 2 y 3).

6.2. TASAS DE PERDIDA DE AGUA

Se determinaron las tasas brutas de pérdida de agua por hora para P. actites (x=
0.1658 g h' + 0.11) y para H. infraguttatus (x= 0.091 g h™* + 0.02). Al comparar entre
especies mediante la prueba de Mann-Whitney-Wilcoxon, se determiné que existen
diferencias significativas entre tasas, lo que significa que las dos especies pierden agua a
tasas diferentes (V= 66; p< 0.05). Los detalles de los analisis estadisticos se encuentran en

el Anexo 5.
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El promedio de la tasa de EWL ajustada para P. actites fue de x= 3.42E-06 gcm™ s’
!y para sus modelos de agar x= 4.698E-06 g cm™ s%. Para H. infraguttatus x= 2.478E-06 g
cm? st ypara sus modelos de agar x= 3.849E-06 g cm s, Al comparar las tasas de EWL
ajustada, se observaron diferencias entre especies (V= 65; p< 0.05) (Resultado del anélisis

en el Figura 6).

En los experimentos realizados con los modelos de agar se observé un flujo constante
de humedad, tanto para P. actites como para H. infraguttatus, presentaron menor pérdida de
humedad en comparacion con las ranas vivas, debido a que los modelos de agar fueron

disefiados en postura de conservacion de agua y son estaticos (Figura 5).

Debido a que H. infraguttatus no logré ponerse en WCP, se calcul6 su tasa de pérdida
de agua por evapotranspiracion para el periodo mas largo en que los individuos llegaron a
permanecer estaticos dentro de la camara experimental y fue en x= 46 + 10.39 minutos y su
tasa de pérdida de agua x= 3.59E-06 g cm s, P. actites logré adoptar WCP en x= 23.16 +
13.77 minutos y la tasa de pérdida de agua en WCP para esta especie fue x= 2.28E-06 g cm”
2 51, Mediante la prueba t de student se pudo determinar que si existen diferencias

significativas entre especies (t= -2.8784; p< 0.05).

Para todas las tasas de pérdida de agua, se realizd la prueba de de homogeneidad de
varianzas, Leveve, para evaluar si existe variabilidad entre los dos grupos de especies P.
actites e H. infraguttatus y la prueba de Shapiro wilk que permitié determinar si los datos

tenian una distribucion normal (Cayuela, 2011; Anexo 4).

6.3. RESISTENCIAS CUTANEAS
La resistencia cutanea (Ri) a la pérdida de agua para P. actites fue x= 2.50 scm™y
la resistencia de capa borde (Rb) de sus modelos de agar respectivos x= 0.9301 s cm™.

La resistencia cutanea (Ri) para H. infraguttatus fue x= 1.05 s cm™, y la resistencia

de capa borde (Rb) de sus modelos de agar respectivos x= 1.78 s cm™.

Estos datos evidencian que existen diferencias significativas entre especies (V= 66;
p< 0.05; Anexo 7).
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6.4. DATOS AMBIENTALES

P. actites habita en La Reserva Rio Guajalito, se determind que la temperatura
méaxima mensual es ~22 °C de junio a septiembre y la temperatura minima es de 12 °C
aproximadamente, excluyendo los meses de junio a agosto donde esta temperatura se
incrementa a ~17°C. La precipitacion varid, siendo enero-abril los meses mas lluviosos con
precipitaciones ~300 mm y junio-agosto los mas secos con precipitaciones menores a 100

mm (Figura 3).

H. infragutttaus habita en La Reserva Manglares Churute, se determiné que la
temperatura maxima mensual es ~32 °C en marzo, abril y diciembre y la temperatura minima
es de 22 °C aproximadamente en junio-septiembre. La precipitacion vari6 siendo la época
mas lluviosa de enero-abril con precipitaciones de ~300 mm y los meses mas secos junio,
julio y noviembre, donde las precipitaciones son minimas ~10 mm, es decir no hay presencia

de lluvia (Figura 4).
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7. DISCUSION

7.1. TASAS DE PERDIDA DE AGUA

La pérdida de agua por evapotranspiracion esta relacionada con la humedad relativa
del aire y la temperatura del ambiente externo en el cual residen los individuos, ya sea aire,
suelo o agua (Hillman, 2009). El rol que desempefia la humedad en la actividad de las ranas
es de gran importancia, ya que es un indicativo de la velocidad de la tasa de evaporacion de
sus fluidos corporales (Martof, 1953).

En los experimentos realizados se obtuvieron datos de los registradores automaticos
de temperatura y humedad, los cuales nos indicaron que los picos de humedad se
incrementan cuando existe mayor superficie expuesta. Esto es notorio en las ranas vivas
porque presentan movimiento durante el experimento; en comparacion con los modelos de
agar, donde los valores de humedad se mantienen constantes al ser estaticos y estar disefiados

en postura de conservacion de agua (Figura 5).

Las tasas brutas de pérdida de agua, se obtuvieron mediante analisis gravimétricos,
cuantificando cuédnta agua perdio la rana en funcion de su peso perdido durante el
experimento. Como la evaporacion del agua esta correlacionada con la superficie expuesta
(Spotila y Berman, 1976) y P. actites es mas grande que H. infraguttatus, entonces se
esperaria que P. actites pierda méas agua. En efecto, esto se constata cuando se comprueba
que P. actites pierde mas agua x= 0.1658 g h™* que H. infraguttatus x= 0.091 g h%; sin
embargo se debe considerar que estos datos estan influenciados por el comportamiento de

cada rana durante el experimento.

Uno de los mecanismos comportamentales por parte de los anfibios para evitar la
pérdida de agua, es adoptar postura de conservacién de agua la cual consiste en acercar las
extremidades hacia el cuerpo, bajar la cabeza y presionar la parte ventral sobre el sustrato
(Figura 2; Heatwole et al., 1969; Pough, 1983) ayudandole a minimizar el area de la
superficie expuesta y por ende la pérdida de agua. Este mecanismo fue identificado en P.
actites mas no en H. infraguttatus a pesar de que se realizé el cambio de su ritmo circadiano.
Por tal motivo se estimo la tasa de pérdida de agua en posicion de conservacion de agua,

para el periodo que H. infraguttatus se mantuvo estatico dentro de la cAmara. Al comparar
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la EWL en WCP para P. actites (x= 2.28E-06 cm™ s™) e H. infraguttatus (x= 3.59E-06 cm"
2 sy (Tabla 2; Tabla3), se determiné que existen diferencias significativas, las mismas que

son explicadas por sus habitos ecoldgicos (Tabla 4 y 5; Ver seccion 7.2).

En la transicion de la vida acuatica a la terrestre, los anfibios enfrentaron el problema
de mantenimiento de la humedad corporal (Sayer, 2005). Una especie que esté relacionada
a fuentes de agua como lo es H. infraguttatus presenta menor riesgo a la desecacién, porque
tiene mayor acceso a la hidratacion. Por el contrario una especie como P. actites que esta
expuesta a condiciones ambientales que favorecen a la evaporacion por largos periodos, debe
reemplazar la humedad perdida por la evaporacion de la superficie por sus reservas dentro

del cuerpo (Thorson y Svihla, 1943).

7.2. RESISTENCIAS CUTANEAS

La mayoria de anfibios presentan una piel altamente permeable y su resistencia
cutanea a la pérdida de agua por evaporacion es muy baja 0 no se puede distinguir de una
superficie de agua libre, por lo cual estas especies han desarrollado comportamientos que les
permiten evitar la desecacion, por ejemplo, mediante la cercania a fuentes de agua. A estos

anuros se les conoce como anuros tipicos (Buttemer, 1990).

La resistencia cutanea se considera la métrica mas informativa de las tasas de pérdida
de agua, ya que para ser calculada se toma en cuenta el periodo donde los individuos no
presentan movimiento (Wygoda, 1984; Lillywhite et al., 1997) y por lo tanto se puede
obtener datos de la tasa de pérdida de agua ajustada por la superficie expuesta (Figura 6),
para asi controlar los sesgos y comparar entre especies. Finalmente se complementa el
calculo con la tasa de pérdida de agua de los modelos de agar que como se menciond acttan
como modelos nulos (evaporacion igual a una superficie de agua libre) (Spotila y Berman,
1976; Wygoda, 1984).

La resistencia cutanea puede ser explicada por el habito ecoldgico de las especies.
Estudios anteriores corroboran que especies arbdreas presentan resistencias mas altas
(Lillywhite, 2006; Hillman et al., 2009) en comparacion a especies terrestres y acuaticas
cuya resistencia es casi nula (Young et al., 2015), por ejemplo Xenopus leavis, una especie

acuatica, pierde agua al mismo ritmo que una superficie de agua libre (Wygoda, 1984).
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Para especies con habitos ecoldgicos terrestres los estudios son escasos, pero Young
y sus colaboradores (2015) determinaron un rango de resistencia cutaneade 2.9a 7.2 s cm™
para este tipo de anuros. Guevara (2017) y Maldonado (2017) obtuvieron valores de
resistencia cutanea para Pristimantis laticlavius (1.72 s cm™) y para Pristimantis unistrigatus
(0.719 s cm™), respectivamente. La resistencia cutanea de P. actites (2.22 s cm™), es
comparable (dentro del rango) a otros individuos de este género previamente estudiados, ya
que presentan habitos ecologicos parecidos como el desarrollo directo y la presencia en areas

disturbadas.

De la especie de la familia Dendrobatidae se compar6 con investigaciones realizadas
por Romero (2013) y Morales (2019). Romero (2013) se baso en la ecologia de Hyloxalus
yasuni para determinar que no presenta riesgo a la desecacion, debido a que siempre se
encontraron individuos cerca de riachuelos o fuentes de agua. Cabe recalcar que esta
investigacion la realiz6 en el campo, llevando a cabo analisis de tolerancias térmicas. La
conclusion de este estudio se basé en la poca pérdida de peso de los modelos de agar en los
microhabitats de las especies. Morales (2019) determind una resistencia cutanea cercana a
cero para Epipedobates boulengeri, por lo cual estos datos son comparables con H.
infraguttatus (1.05 s cm™) que presenta una resistencia cutanea baja y también se propone
que ha adoptado mecanismos comportamentales, como la seleccién de microhabitats, para

evitar la desecacion.

Las resistencias cutaneas de las especies experimentales fueron significativamente
diferentes. P. actites presento una resistencia cutadnea mayor, probablemente porque habitan
en areas abiertas 0 bosques secundarios (Lynch y Duellman 1997) donde cambios en la
incidencia del viento o en la temperatura tienen un mayor efecto en su fisiologia. Por lo
tanto, al experimentar condiciones de desecacion de manera constante son mas propensos a
la pérdida de agua. La ecologia de H. infraguttatus la expone a estar cerca de cuerpos de
agua, manteniéndola siempre hidratada, su pico de actividad como la reproduccion esta
ligado a condiciones climaticas, es decir temporada lluviosa entre marzo y abril (Pazmifio,
2012). Por esta razén no se esperaria el desarrollo de un mecanismo de defensa contra la
desecacion, pero la presencia de resistencia cutdnea se puede dar para enfrentar la

estacionalidad de los bosques donde habita.



21

7.3. DATOS AMBIENTALES

Los eventos climaticos extremos, como las épocas de sequia pueden causar la pérdida
de las poblaciones, al exceder los limites fisioldgicos. Por lo tanto, la supervivencia
dependera si los organismos susceptibles pueden encontrar refugios que amortigiien estas
condiciones (Scheffers et al., 2014). Los microhabitats (suelo, troncos, hoyos de los arboles,
vegetacion, entre otros) (Tabla 4 y 5), presentan un potencial extraordinario para amortiguar
el climay reducir la mortalidad (Scheffers et al., 2013), ya que pueden regular la temperatura
y reducir la temperatura maxima (Scheffers et al., 2014; Shoo et al., 2011).

Estas propiedades de amortiguacion de los microhabitats, probablemente estan
relacionadas con la lluvia. Cuando existe menos agua, menor es la capacidad de absorber
calor, asi que en &reas con variacion estacional en la precipitacion, los microhabitats
pueden perder periddicamente su capacidad como refugios térmicos (Scheffers et al.,

2013).
) En el presente estudio, las localidades de muestreo son estacionales, exponiendo a

las especies a condiciones de sequia y/o temperatura alta. En La Reserva Manglares Churute,
donde esta presente H. infraguttatus existe una marcada diferencia en la precipitacion, entre
los periodos enero-abril (lluvioso) y mayo-diciembre (seco), un patron similar se observa
para P. actites en la Reserva Rio Guajalito, siendo enero-mayo (lluvioso) y junio-diciembre
(seco) (Figura 3 y 4). Dichas caracteristicas ambientales, pudieron funcionar como
presiones evolutivas, para generar mecanismos comportamentales como por ejemplo, ser
nocturno, adoptar postura de conservacion de agua, o estar asociado a cuerpos de agua; al
igual que mecanismos fisiolégicos como resistencia cutanea (Pough et al., 1983; Vitt y
Cadwell, 2013). Permitiendo que las poblaciones sean viables y tolerantes a vivir en areas

disturbadas como en el caso de P. actites.
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8. CONCLUSIONES

Pristimantis actites asumié postura de conservacién de agua, indicando el desarrollo

de un mecanismo comportamental para evitar la pérdida de agua.

Hyloxalus infraguttatus no adquirié postura de conservacion de agua, pese a que
fue sometido al cambio de su ritmo circadiano, ya que al encontrarse asociada a rios,

quebradas y pozas, se asume que esta especie no esta amenazada por la pérdida de agua.

La resistencia cutanea calculada para Pristimatis actites fue de 2.22 s cm™ y para
Hyloxalus infraguttatus fue de 1.05 s cm™, estas diferencias podrian asociarse al hébito
ecologico de las ranas, ya que P. actites se encuentra en habitats mas vulnerables como son
las zonas intervenidas; mientras que H. infraguttatus se encuentra en zonas cercanas a
cuerpos de agua, por lo cual no necesita del desarrollo de un mecanismo de resistencia a la

desecacion.

La presencia de resistencia cutanea podria ser una estrategia para confrontar cambios
en sus ambientes naturales, indicando que especies con resistencias menores serian mas

susceptibles a las variaciones generadas por el cambio climatico.

El estudio de los microhabitats, donde estan activas las especies, incluyendo las
limitaciones fisiol6gicas es importante para realizar evaluaciones acertadas de

vulnerabilidad en el futuro y predicciones de distribucion geogréafica en el tiempo.
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10. FIGURAS
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Figural. Sistema de Desecacidon. A) representa la camara de entrada, B) representa la
camara de salida, las cuales llevan los registradores automaticos de temperatura y humedad
y C) representa la cdmara central donde se coloco al individuo (rana o modelo de agar), para
el experimento (Shoemaker y McClanahan, 1975).



29

Figura 2. Modelos de agar. A) Pristimantis actites, B) Hyloxalus infraguttatus. Modelos
realizados con la forma, tamafio y color de las ranas vivas de agar al 3%.
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Figura 3. Valores mensuales de precipitacion y temperaturas maximas y minimas de las
coordenadas registradas para la Reserva Rio Guajalito. La variacion de la precipitacion
indica la estacionalidad de este lugar con respecto a los meses del afio. Las temperaturas se

demuestran multiplicadas por 10.

Hyloxalus infraguttatus
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Figura 4. Valores mensuales de precipitacion y temperaturas maximas y minimas, de las
coordenadas registradas para La Reserva Manglares Churute. La variacion de la
precipitacion indica la estacionalidad de este lugar con respecto a los meses del afio. Las

temperaturas se demuestran multiplicadas por 10.
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Figura 5. Fluctuacién de humedad en los experimentos. A-B) Pristimantis actites, B-C)
Hyloxalus infraguttatus. Los graficos de la izquierda corresponden a las ranas vivas (A y C)
y los de la derecha a los modelos de agar (B y D). La linea roja representa el flujo de humedad
y las fluctuaciones el movimiento de la rana durante el experimento, la linea negra representa
el tiempo donde la rana se mantuvo en posicion de conservacion de agua o estatica, la linea
azul representa la humedad relativa y la celeste representa la humedad relativa en postura de

conservacion de agua.
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Tasa de Pérdida de Agua Ajustada
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Figura 6. Tasa de pérdida de agua ajustada (g cm s™) para P. actites e H. infraguttatus. P.
actites pierde mas agua en comparacion con H. infraguttatus y los modelos presenta una tasa
mayor de EWL que las ranas vivas.
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11. TABLAS

Tabla 1. Masa y medidas corporales de los individuos vivos y modelos de agar.

Pristimantis actites
Rana

Agar

Hyloxalus infraguttatus
Rana

Agar

Masa SVL Wh Wa Ad

5.46 +7.15 36.58 + 16.54 13.94 +7.64 16.07 + 9.08 11.57 + 4.98
435+ 4.29 33.92 +10.85 12.85 +5.40 12.13 +3.36 10.39+2.64
1.02 +0.16 20.80+ 1.43 7.34+0.78 9.10+1.33 8.38 + 0.69
1.13+0.06 19.75 + 0.76 7.41+0.23 9.94 +0.45 7.65+ 0.22

Valores de la media y desviacion estandar (£) ,para las medidas de masa, rostro-cloaca (SVL), Ancho de la cabeza (Wh), Ancho del

abdomen (Wa) y Profundidad del abdomen(Ad).
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Tabla 2. Tasas de pérdida de agua y valores de resistencia cutanea y capa borde para Pristimantis actites.

35

Rana Modelo de agar
EWL EWLsa EWLWCP Rc EWL EWLsa EWLWCP Rb
Cddigo Cddigo
@h?) (gem?s?)  (gem?s?)  (scm?) (gh?) (@em?s?)  (gem?s?)  (scm)
L 0.18 3.29E-06 0.00E+00 NA L 0.36 6.39E-06 1.20E-06 0.445
Prisactil Prisactil_a
Prisacti? 0.08 4.25E-06 3.35E-06 0.507 Prisacti2_a 0.1 5.22E-06 2.79E-06 1.187
L 0.09 3.52E-06 2.39E-06 0.712 N 0.18 5.84E-06 1.65E-06 0.979
Prisacti3 Prisacti3_a
Prisactia 0.08 4.21E-06 2.78E-06 1.059 Prisacti4_a 0.06 3.11E-06 2.50E-06 1.875
L 0.09 4.41E-06 2.18E-06 2.212 N 0.16 7.53E-06 3.06E-06 0.419
Prisacti5 Prisacti5_a
Prisacti7 0.27 1.99E-06 4.28E-06 8.267 Prisacti7_a 0.36 3.85E-06 2.15E-06 1.089
Prisactia 0.43 4.10E-06 5.01E-06 8.197 Prisactis_a 0.34 3.51E-06 2.02E-06 1.02
Prisactill 0.12 2.90E-06 1.55E-06 0.926 Prisactill_a 0.12 2.81E-06 1.30E-06 1.717
Prisactil? 0.13 2.83E-06 1.60E-06 -0.284 Prisactil2 a 0.54 1.15E-06 1.50E-06 0.247
Prisactil3 0.18 3.30E-06 1.31E-06 0.866 Prisacti13_a 0.44 7.57E-06 1.25E-06 0.323

Valores de la tasa de pérdida de agua bruta (EWL), ajustada (EWLSa) y en posicion de conservacion de agua (EWLwcr); ademas la
resistencia cutanea (Rc) para los individuos vivos y Resistencia de capa borde (Rb) para los modelos de agar.



Tabla 3. Tasas de pérdida de agua y valores de resistencia cutanea y capa borde para Hyloxalus infraguttatus.

Rana Modelo de agar

EWL EWLsa EWLWCP Rc EWL EWLsa EWLWCP Rb
Cddigo Cddigo

(g h?) (gem?s?)  (gem?s?)  (sem™) (gh?) (@em?s?)  (gem?s?)  (sem)
Hyloinfrl 0.08 2.09E-06 3.82E-06 -0.19 Hyloinfrl_a 0.08 3.14E-06 1.63E-06 2.08
Hyloinfr2 0.1 2.14E-06 3.87E-06 0.78 Hyloinfr2_a 0.12 4.76E-06 1.61E-06 1.73
Hyloinfr3 0.13 2.79E-06 5.06E-06  1.49 Hyloinfr3_a 0.08 3.19E-06 1.62E-06 2.17
Hyloinfra 0.1 1.99E-06 3.60E-06  2.46 Hyloinfr4d_a 0.08 2.97E-06 1.57E-06 25
Hyloinfrb 0.08 1.91E-06 3.47E-06 0.75 Hyloinfr5_a 0.08 3.11E-06 2.21E-06 1.23
Hyloinfr6 0.09 2.04E-06 3.71E-06 0.37 Hyloinfr6_a 0.08 3.19E-06 1.70E-06 2.46
Hyloinfr7 0.07 1.59E-06 2.90E-06 1.39 Hyloinfr7_a 0.14 5.35E-06 1.89E-06 1.13
Hyloinfr8 0.09 2.31E-06 420E-06  4.03 Hyloinfr8_a 0.08 3.31E-06 1.91E-06 1.98
Hyloinfrl4 0.08 1.78E-06 3.24E-06 0.82 Hyloinfrl4 a 0.12 4.63E-06 1.87E-06 1.48
Hyloinfrl5 0.09 2.22E-06 4.04E-06 -0.03 Hyloinfrl5_a 0.12 4.84E-06 2.28E-06 1.09

Valores de la tasa de pérdida de agua bruta (EWL), ajustada (EWLSa), cuando se mantuvo sentada (las ranas vivas no adquirieron
WCP), ademas la resistencia cutanea (Rc) para los individuos vivos y resistencia de capa borde (Rb) para los modelos de agar.



Tabla 4. Informacidn ecoldgica y de muestreo de Pristimantis actites registrados en la reserva Rio Guajalito (Santo Domingo de los Tséchilas).

Hora de
Latitud Longitud Altitud muestreo Datos ecoldgicos Sexo
S$-0.23697 O -78.81550 1822m 1:51 En el suelo del sendero Hembra adulta
S$-0.24015 0 -78.81223 1836m 23:07 En el suelo, sobre hojarasca Hembra adulta
S-0.2320 O -78.81915 1813m 1:25 En rama a 60cm del suelo, en el borde del sendero Macho adulto
S -0.2270 0 -78.8234 1785m 21:12 En una hierba a 50cmdel suelo, margen del rio (Potrero) Hembra subadulta
S -0.2356 0O -78.81606 1827m 0:30 En una hoja al5cm del suelo (Pared filtrando el agua) Hembra subadulta
S$-0.24041 O -78.74260 1917m 20:40 Perchado sobre vegetacion herbacea, a 2m del rio Hembra subadulta
S-0.24482 0O -78.80900 1824m 20:38 Perchado en una hierba a 40 cm del suelo Macho subadulto
S$-0.24352 O -78.74235 1973m 22:30 Perchado sobre musgo y hojarasca a un lado del sendero (Bosque secundario) Hembra subadulta
S$-0.24352 O -78.74235 1973m 22:40 Perchado sobre vegetacion herbacea, a 10cm del suelo (Bosque secundario) Hembra subadulta
S$-0.24352 O -78.74235 1973m 22:35 Activo sobre la hojarasca, al borde del rio (Bosque secundario) Hembra subadulta
S-0.24274 0 -78.81149 1854m 21:57 Perchado sobre un helecho a 10 cm del suelo Hembra subadulta
S-0.2319 0 -78.8199 1799m 23:41 A 2m de suelo activo y alerta Hembra subadulta
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Tabla 5. Informacion ecoldgica y de muestreo de Hyloxalus infraguttatus en Manglares-Churute (Guayas).

Hora de

Latitud Longitud Altitud muestreo Datos ecologicos Sexo

$-2.41900 O - 79.65022 43m 22:30 Sobre hojarasca, al borde de la quebrada Hembra adulta
$-2.41900 O - 79.65022 43m 14:30 Sobre hojarasca, entre rocas al borde de la quebrada Hembra adulta
S -2.41900 O - 79.65022 43m 15:00 Sendero Aulladores, cerro Pancho diablo Hembra adulta
S-2.39841 0 -79.64620 163m 22:32 Sobre hojarasca, junto a tronco caido Hembra adulta
$-2.39841 0 -79.64620 163m 21:46 Sobre una roca, al borde de la quebrada Hembra adulta
S -2.73505 0 -79.62734 178m 21:39 Sobre una roca, al borde del rio Hembra adulta
S -2.41900 O - 79.65022 43m 15:15 Sendero Aulladores, cerro Pancho diablo Hembra adulta
S -2.41900 O - 79.65022 43m 15:35 Sendero Aulladores, cerro Pancho diablo Hembra adulta
$-2.39841 0 -79.64620 163m 22:01 Sobre una roca, al borde dela quebrada Hembra adulta
S -2.41900 O - 79.65022 43m 16:00 Sendero Aulladores, cerro Pancho diablo Hembra adulta
S-2.39841 0 -79.64620 163m 22:38 Sobre hojarasca, junto a poza pequefia Hembra adulta
$-2.39841 0 -79.64620 163m 21:55 Sobre hojarasca, al borde de la quebrada Hembra adulta
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12. ANEXOS

Anexo 1. Posturas de las ranas durante la experimentacion. A) Posicidn de conservacion
de agua, B) Posicion de conservacion de agua con el menton levantado, C) Alerta baja,

D) Alerta alta, E) Alerta muy alta (Pough et al., 1983).
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Anexo 2. Escalamiento multidimensional no métrico (NDMS). A) Pristimantis actites,
B) Hyloxalus infraguttatus, donde nos ilustra si existe o no correlacion entre las medidas
de las ranas vivas con las de los modelos de agar, de longitud rostro-cloaca, ancho de la
cabeza, ancho del abdomen y profundidad del abdomen.
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Anexo 3. Analisis de correlaciéon (Rho de Spearman) de medidas corporales de P. actites
e Hyloxalus infragutttaus.

Rho de
Rho de
P. actites Spearman H. infraguttatus Spearman
SVL 0.98 SVL 0.52
Wh 1 Wh 1
Wa 0.61 Wa 0.31
Ad 0.88 Ad 0.05

SVL= longitud rostro cloaca, Wh= ancho de la cabeza, Wa= ancho del abdomen, Ad=
profundidad del abdomen. El coeficiente de correlacion Spearman (p) nos muestra que
cuando el valor es cercano a 1 esta correlacionado y cuando es mas cercano a cero, la
correlacion es mas débil.
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Anexo 4. Prueba de Normalidad Shapiro Wilk para las tasas de pérdida de agua.

Ranas vivas
Pristimantis actites Hyloxalus infraguttatus
EWL bruta 0.007 0.058
EWL Ajustada 0.681 0.002
EWL WCP 0.561 0.976

Modelos de agar

EWL bruta 0.401 0.002
EWL Ajustada 0.669 0.012
EWL WCP 0.318 0.088

Shapiro-Wilk p > 0.05 indica una distribucion normal; p < 0.05 no presenta distribucién
normal. EWL = Tasa de pérdida de agua por evapotranspiracion, WCP = Postura de
conservacion de agua.
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Anexo 5. Andlisis de Mann Whitney Wilcoxon para las tasas de pérdida de agua bruta 'y
ajustada entre especies.

EWL EWLSa
Especie \% p \% p
(gh™) (gcm?s?)
P. actites 0.165 66 0.03* 3.42E-06 65 0.04*
H. 0.001 4.69E-06
infraguttatus '

EWL (Tasa de pérdida de agua bruta) y EWLSa (tasa de pérdida de agua ajustada),
*representa diferencias significativas (p < 0.05).
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Anexo 6. Prueba t de student para las tasas de pérdida de agua en posicion de
conservacion de agua (P. actites) y sentada (H. infraguttatus).

Tasas de

pérdida

deagua Tratamientos N Mean df t p
EWL

WCP P. actites 12 2.28E-06 16.58 -2.88 0.01 **
EWL H.

Sentada infraguttatus 12 3.59E-06

(**)p<0.01
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Anexo 7. Analisis de Mann Whitney Wilcoxon para la resistencia cutanea entre P. actites
e H. infragutttaus.

Ri
Especie (scm?) \Y, P
P. actites 0.165 66 0.03*
H. infraguttatus 0.091

Ri = resistencia cutanea; (*) p <0.05





