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1. RESUMEN

La Pérdida de Agua por Evapotranspiracion (PAE) en la piel de anfibios ha sido
considerada como factor importante en su adaptacion para conquistar ambientes terrestres.
Para disminuir esta pérdida, este grupo ha desarrollado tanto estrategias ecologicas (ser
nocturno, enterrarse, Postura de Conservacion de Agua (PCA), seleccion de microhabitats
hdimedos) como mecanismos fisiologicos (impermeabilizacion de la piel por produccién de

cera o presencia de resistencia cutanea).

Se estudié la Tasa de Pérdida de agua por Evapotranspiracion (TPE) para
Pristimantis unistrigatus, una rana terrestre, nocturna con desarrollo directo e Hypsiboas
cinerascens, una rana arborea, nocturna con larva acudtica. Se comparo la TPE de las ranas
vivas con la de modelos de agar de igual tamafio, forma y color de sus respectivas
especies. Mediante el uso de un flujo constante de aire seco (102 ml min™) a temperatura
ambiente (aprox. 20 °C). La tasa de PAE calculada para P. unistrigatus fue de 0,064 g h
y de 0,080 g h! para H. cinerascens, mientras que para los modelos de agar los valores
obtenidos fueron 0,117 y 0,150 g h'! respectivamente. Los resultados para los modelos de
agar de H. cinerascens se debe tomar con cuidado debido a que una de las medidas usadas

(profundidad del cuerpo) present6 diferencias significativas con las ranas vivas.

Nuestros resultados muestran que las dos especies presentan resistencia cutanea
para evitar la PAE. P. unistrigatus utilizaria este mecanismo para enfrentar la
estacionalidad existente en los valles interandinos donde habita, algo inesperado pues se ha
reportado que su comportamiento lo expone a lugares con alta humedad relativa. La
ecologia propia de H. cinerascens la exponen constantemente al contacto con el aire razén
por lo que seria necesaria la presencia de esta resistencia cutanea para disminuir la PAE.
Estos primeros resultados sirven de linea base para iniciar la prediccion de efectos de la
humedad debido al cambio climatico en estos organismos y focalizar estrategias de

conservacion en el futuro.

Palabras clave: Anfibios, Evapotranspiracion, Habitos ecoldgicos, Resistencia cutanea.



2. ABSTRACT

Evaporative Water Loss (PAE for its Spanish translation) in the skin of amphibians
has been considered an important factor in their adaptation to conquer terrestrial
environments. To reduce this loss, this group has developed ecological strategies
(nocturnal, bury, Water Conservation Posture (PCA in spanish), selection of wet
microhabitats) and physiological mechanisms (waterproofing of the skin by wax

production or presence of skin resistance) .

Water loss rates (TPE for its Spanish translation) were calculated for Pristimantis
unistrigatus a nocturnal terrestrial frog, with direct development and for Hypsiboas
cinerascens, a nocturnal arboreal frog with aquatic larvae. The TPE of alive frogs were
compared with agar models with similar size, shape and color. A constant dry air flow (102
ml min-1) at room temperature (approximated 20 °C) was used in the experiments. The
TPE calculated for P. unistrigatus was 0,064 g h™ and 0,080 g h* for H. cinerascens
whereas the agar models were: 0,117 and 0,150 g h** respectively. The results for the H.
cinerascens agar models should be taken with caution because one of the measures used

(body depth) presented significant differences with alive frogs.

Our results show that both species have cutaneous resistance to avoid PAE. P.
unistrigatus would use this mechanism to face the seasonality in the inter-Andean valleys
where it inhabits, something unexpected because it has been reported that its behavior
exposes it to humid places. The own ecology of H. cinerascens exposes it constantly to air
conditions, reason why it would be necessary the presence of this cutaneous resistance to
diminish the loss of evaporative water loss. Those initial results are an important baseline
to initiate the prediction of moisture effects due to climate change in these organisms and

to focus conservation strategies in the future

Keywords: Amphibians, Climate change, Evapotranspiration, Ecological habit, Water loss.



3. INTRODUCCION

El Ecuador ocupa el tercer lugar en biodiversidad a nivel mundial en cuanto fauna
de anfibios, con un total de 580 especies descritas hasta diciembre del 2016 (Ron et al.,
2016). Una alta diversidad también representa una gran cantidad de especies
potencialmente amenazadas. Las poblaciones de anfibios a nivel mundial estan sufriendo
un declive considerable las tasas de extincion en vertebrados, especialmente de anfibios,
contindan incrementandose por diversos factores tales como contaminacion, enfermedades,
destruccion y pérdida de habitat, incremento de la frontera agricola, introduccion de
especies invasivas (Ron et al., 2003; Wells, 2007; Hoffman et al. 2010; Pacifici et al., 20
15).

Se predice cambios en la distribucion geografica de las especies como respuesta al
cambio climatico. Desplazandose hacia mayores latitudes o altitudes en busca de
condiciones ambientales como temperatura y humedad similares a las que habitan en el
presente (Collevatti et al., 2013; Eskildsen et al., 2013). Ochoa y colaboradores (2012)
también predicen que especies con baja capacidad migratoria, como los anfibios, poseen
altas tasas de extincion.

Este grupo es el mas amenazado por el cambio climatico dentro de los vertebrados,
sus etapas acuéticas, terrestres como sus ciclos reproductivos generalmente estan ligados a
la presencia de humedad. Sus huevos sin cascaron dependen de la humedad y su piel
altamente permeable hace que estos organismos sean muy sensibles a cambios hidricos y
térmicos del ambiente (Haddad y Prado, 2005; Ochoa et al., 2012).

La piel representa el limite entre las condiciones externas y la proteccion del
organismo, asi como la interaccion con el medio ambiente. La piel de los anfibios es Unica
dentro de los vertebrados. Su permeabilidad es mayor por sus propiedades estructurales
(Kaufmann y Dohmen, 2016), la presencia de glandulas mucosas, glandulas serosas y la
vascularizacion variable de la dermis. La capa mas externa de la epidermis (stratum
corneum) esta compuesta de células queratinizadas vivas a diferencia del resto de

vertebrados (Hillman, Withers, Drewes, y Hillyard, 2009).



La respiracién cutanea es una de las funciones primordiales de la piel en los
anfibios. También garantiza proteccion en contra de infecciones (presencia de péptidos
antimicrobianos), ademas la piel en los anfibios presenta zonas especificas con mayor
vascularizacion (parche pélvico) que ayudan a la absorcion de agua, compensando la
pérdida de ésta por evapotranspiracion en la piel (Duellman y Trueb, 1994; Uchiyama y
Konno, 2006).

La colonizacion de ambientes terrestres por parte de los anfibios supone una gran
transicién, en cuanto a adaptaciones fisiol6gicas como adaptaciones en la ecologia de las
especies (Bentley, 2002). Uno de los principales problemas a resolver en esta colonizacion
fue evitar la pérdida de agua por evapotranspiracion, es decir conservar la humedad del
organismo (Spotila y Berman, 1976; Toledo y Jared, 1993). Por esta razon se han realizado
estudios sobre este proceso, al igual que sobre los factores que la influencian (Tracy, 1976;
Spotila y Berman, 1976).

Se puede encontrar ranas en una amplia diversidad de ecosistemas terrestres,
incluyendo desiertos (Hillman et al., 2009). Para enfrentar algunos de estos ambientes, las
ranas han desarrollado estrategias para disminuir la pérdida de agua, tanto fisioldgicas
(fusiéon de lipidos para impermeabilizar la piel, secrecion de mucosa o cera) como
comportamentales (enterrarse, seleccion de micro habitats himedos, tiempo limitado de
exposicién, adopcion de posturas de conservacion de agua) (Pough, Taigen, Stewart, y
Brussard, 1983; Shoemaker et al., 1992).

La resistencia cutanea en anfibios o la capacidad fisioldgica de evitar la desecacion
(Hillman et al., 2009) se presenta después de eliminar los efectos de la capa limite entre el
organismo Yy el ambiente (Young, Tracy, Christian y McArthur, 2006). Esta caracteristica
permite cuantificar la importancia de la piel en la velocidad de pérdida de agua por
evapotranspiracion. Con esta informacion se puede inferir mecanismos particulares
fisioldgicos para esta resistencia. En general se conoce que los reptiles mantienen una alta
resistencia y tasas de pérdida de agua bajas mientras que en anfibios la resistencia cutanea
es baja y pueden evaporar agua a la misma tasa que el agua libre (Spotila y Berman, 1976;
Hillman et al., 2009; Wygoda, Dabruzzi, y Bennett, 2011).



Uno de los principales métodos que permiten determinar si las ranas poseen
mecanismos de resistencia cutanea por evapotranspiracion es el uso de modelos que imiten
caracteristicas fisicas y termales de organismos vivos (Rowley y Alford, 2009). Para este
propdsito, se utilizan distintos materiales que emulen estas caracteristicas: tubos de cobre
(Bradford, 1984), yeso (Tracy, Betts, y Christian, 2007), uso de ranas muertas (Seebacher
y Alford, 2002), esponjas (Hasegawa et al., 2005) o modelos de agar (Navas y Araujo,
2000). Todos ellos presentan resistencia cutanea igual a cero (evaporan agua como una
superficie de agua libre), por lo que son ideales para realizar comparaciones con

organismos vivos (Rowley y Alford, 2009).

Existe una relacién entre los habitos ecoldgicos en anfibios y su resistencia cutanea
a la pérdida de agua y tolerancia a la deshidratacion. Se ha determinado que esta
resistencia es mayor en especies arboreas, menor en especies acuéticas e intermedia en
especies terrestres (Young, Christian, Donnellan, Tracy y Parry, 2005). También se ha
reportado una correspondencia entre habitos ecologicos y comportamientos de
termorregulacion en ranas de la familia Hylidae en Australia (Young et al., 2005; Tracy,
Tixier, Noene, y Christian, 2014).

En el Ecuador, los estudios sobre tasas de evapotranspiracion en anfibios son
escasas. La Unica investigacion realizada hasta el momento es la de Romero (2013), quien
reportd que especies con distintos habitos ecoldgicos presentan diferentes capacidades de
enfrentar cambios ambientales en su héabitat (Parque Nacional Yasuni). La tasa de
desecacion maxima para Scinax ruber (Laurenti, 1768) (especie arbdrea) fue de 1.02% de
su peso total, los individuos de esta especie pueden permanecer activos durante 10 horas
sin alcanzar su limite letal por desecacion. En contraste, Paez-Vacas et al., (2010)
Hyloxalus yasuni (especie terrestre) no se encuentra amenazada por la pérdida de agua
porque su actividad diurna la hace muy cerca de riachuelos y no presenta altas tasas de

deshidratacion.

Con estos antecedentes, la presente investigacion busca reportar tasas de pérdida de
agua por evapotranspiracion bajo condiciones estandarizadas de laboratorio, en dos
especies de anuros ecuatorianos con distintos habitos ecolégicos: Pristimantis unistrigatus
(Glnther ,1859) e Hypsiboas cinerascens (Spix, 1824). El estudio de las tasas de peérdida

de agua por evapotranspiracion en estas dos especies con distintos habitos ecoldgicos



(terrestre, arbdrea), distintos tipos de reproduccién (desarrollo directo, con larva acuatica),
seran la base para poder evaluar efectos de cambios antropogénicos (disponibilidad de
agua), cambios climaticos o modificaciones en el habitat, convirtiéndose en modelo para
futuras investigaciones que seran usadas para tratar de mitigar la pérdida de biodiversidad

en el Ecuador.

El cutin de Quito (Pristimantis unistrigatus) se encuentra distribuido desde el sur
de Colombia hasta la region andina central del Ecuador. La especie ha sido registrada en
las provincias de Cotopaxi, Imbabura y Pichincha, en un rango altitudinal de 2 200 a 3 400
msnm. El cutin habita en pastizales, areas urbanas de los valles interandinos, zanjas,
arbustos, cultivos, incluso en bosques con presencia abundante de Eucalyptus sp. Su
actividad es principalmente nocturna, pero se los puede escuchar en el dia y bajo la lluvia,
presentan desarrollo directo (sin etapa larvaria acuética) por lo que son de habitat terrestre
(Ronetal., 2012).

La distribucion geografica de Hypsiboas cinerascens comprende las Guyanas, la
cuenca amazonica en Brasil, Colombia, Venezuela, Ecuador, Perd y Bolivia, en un rango
altitudinal desde los 200 hasta los 1000 msnm (Azevedo-Ramos et al., 2012). En Ecuador
se tienen registros de presencia en las provincias de Sucumbios, Napo, Orellana,
Tungurahua, Pastaza, Morona Santiago y Zamora Chinchipe (Ron y Read, 2012). Es una
especie nocturna y arbdrea. Grupos pequefios de machos agregados hacen sus llamados a
las hembras, quienes se encuentran inmdviles sobre hojas. La reproduccién de H.
cinerascens se ha visto favorecida en épocas lluviosas. Las puestas son depositadas sobre
hojas cerca de una charca, pues presentan larva acuatica en su desarrollo (Telles, Vaz y
Menin, 2013).



3.1. OBJETIVOS

3.1.1. GENERAL

e Determinar la tasa de pérdida de agua por evapotranspiracion en individuos adultos
de dos especies de anfibios: Hypsiboas cinerascens y Pristimantis unistrigatus, que
presentan caracteristicas ecoldgicas distintas, bajo condiciones estandarizadas de

laboratorio.

3.1.2. ESPECIFICOS

e Evaluar y cuantificar si existen diferencias en las tasas de PAE entre las dos
especies de estudio.

e Determinar las tasas de desecacién control para cada especie, en base de
experimentos con modelos de agar con forma y tamarfio similar a cada una de ellas.

e Calcular la resistencia cutanea a la pérdida de agua por evaporaciéon en Hypsiboas
cinerascens y Pristimantis unistrigratus, mediante la comparacién de sus tasas de
desecacion y las de sus modelos de agar correspondientes.

e Determinar si la resistencia cutanea esta asociada a comportamientos 0 mecanismos

fisioldgicos ligados a la ecologia de cada una de las dos especies.



4. MATERIALES Y METODOS

4.1. LUGARES DE COLECCION

Individuos de la especie Pristimantis unistrigatus (N = 15) fueron colectados en el
Parque Metropolitano Guangiltagua de Quito en la provincia de Pichincha con
coordenadas geogréficas (0,17630 S; 78,46098 O; altura: 2 896 msnm) entre las 20:30 y
22:30 horas, en diciembre de 2015. Los individuos de Hypsiboas cinerascens (N = 15)
fueron colectados en el Centro de Rescate Animal Zanja Arajuno sus coordenadas
geograficas (1,35477 S; 77,86462 O; altura: 949 msnm) ubicado en la provincia de Pastaza
(km 31 via Puyo - Tena), entre las 21:00 y 23:00 horas en abril de 2016.

4.2. MANTENIMIENTO EN LABORATORIO

Las ranas colectadas se colocaron en terrarios plasticos con hojarasca y constante
suministro de agua. Su aclimatacién fue por al menos de una semana y se mantuvieron
bajo condiciones controladas de temperatura (aprox. 20 °C) y alimentacién (tres veces por
semana con grillos nimero 3 (Wright y Whitaker, 2001) proporcionados por el bioterio de
la Iniciativa de Conservacion “Balsa de los Sapos™) de la Pontificia Universidad Catolica
del Ecuador (PUCE). Finalmente, los experimentos se realizaron en las instalaciones del

laboratorio de Ecofisiologia de la Escuela de Ciencias Biologicas de la PUCE.

4.3. EXPERIMENTOS DE DESECACION

Se utilizé un sistema abierto de flujo de aire para medir la pérdida de agua por
evapotranspiracion (Christian y Parry, 1997). El sistema estd formado por 3 camaras de
vidrio (radio interno = 2,95 cm) interconectadas. Se colocaron registradores automaticos de
temperatura y humedad relativa (Hygrochron® iButton DS1923, resolucién 0,5°C),

ubicados antes (control) y después de la cAmara de experimentacion para la rana.

Para estimar la pérdida de agua por evapotranspiracion, se colocaron los individuos

de ambas especies en la segunda cdmara de cristal, y fueron sometidos a un flujo de aire



seco (0% HR) a temperatura ambiente (aprox. 20°C). El aire seco se consiguié mediante el
uso de una columna de Drierite® (Sigma Aldrich 11426JC) que remueve la humedad del
aire. Se ajusto el flujo de aire mediante un lector de flujo OMEGA (FLR1002-D), a 102 ml
min, para que dentro de la camara donde se coloco la rana la velocidad del aire sea de
0,25 cm st (Shoemaker y McClanahan, 1975) (Fig. 1).

4.4. EXPERIMENTOS DE PERDIDA DE AGUA

Cada experimento consto de tres fases con una duracion total de 80 minutos. La
primera fase de 10 minutos se us6 para crear la linea base inicial (dejar que el aire seco
fluya a través del sistema sin la rana en la camara central), la segunda fase duré 60 minutos
con la rana en la camara central; este es el tiempo sugerido para para promover que la rana
adquiera postura de conservacion de agua (Pough et al., 1983). Finalmente, la tercera fase

durd 10 minutos sin la rana en la cAmara central, para crear la linea base final.

Antes de que cada individuo ingrese a la cdmara central, se lo hidraté con 5ml de
agua por 10 minutos en una tarrina plastica, luego se retiro el exceso de agua del cuerpo
con una toalla de papel presionando suavemente el cuerpo de la rana, de esta manera
también nos aseguramos que la vejiga de la rana se vacie para evitar lecturas de humedad

correspondientes a la orina de las ranas (Young et al., 2005; Tracy et al., 2014).

Después de la hidratacion se tomo el peso inicial (Po) de cada individuo en una
balanza Boeca Germany BBI-41 con una precision de 0,001g. Al completar cada
experimento, se tomaron los siguientes datos para cada individuo: temperatura de la
superficie de la piel (termopar asociado a un lector Omega HH378), longitud rostro cloacal
(SVL), ancho de cabeza (Wh), ancho de abdomen (Wa), alto de abdomen (Ha) con un
calibrador digital Stainless Hardened (precision de 0,01 mm). La temperatura y la
humedad relativa fueron tomadas cada 10 segundos durante las tres fases de los

experimentos por los registradores automaticos descritos anteriormente.

La actividad de cada individuo dentro de la cAmara central (correspondiente a la
fase dos) fue registrada: movimiento corporal, tiempo en que la rana mantuvo la postura de

conservacion de agua, posiciéon del individuo con respecto a la camara (entrada, mitad,
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salida) y al flujo de aire (a favor, en contra, transversal). Estas variables se registraron cada
10 segundos por medio de fotografias.

45. MODELOS DE AGAR

Para poder determinar si existe algun tipo de resistencia cutdnea para evitar la
pérdida de agua, se compararon las tasas de desecacion de las ranas vivas con las tasas
obtenidas con modelos hechos de agar. Estos Gltimos fueron elaborados con similar forma,
tamafo y color a las ranas vivas (Fig. 2). Para realizar los moldes, las ranas reales fueron
anestesiadas con tricaina metasulfonato (MS-222) al 15 % (Cakirl y Strauch, 2005; Stuart,
Chanson, Cox, Young y Rodrigues, 2007), luego fueron embebidas en material para
impresion dental Alginato (Tulip Colorswitch Cavex) por pocos segundos, hasta lograr

generar un molde del cuerpo de la rana en postura de conservacion de agua.

La impresion se llend con una solucion de agar al 3% con unas gotas de tinte
vegetal correspondiente al color de cada especie: café obscuro para Pristimantis
unistrigatus y verde claro para Hypsiboas cinerascens. Cada modelo de agar fue tallado
con las correspondientes medidas tomadas de cada individuo y se aplicd la misma
metodologia que la descrita para las ranas reales en los experimentos de pérdida de agua.
El modelo de agar fue colocado en la misma posicidn con respecto a la cdmara y el flujo de
aire que la registrada para la correspondiente rana real cuando adquirié la postura de
conservacion de agua (Spotila y Berman, 1976). Se realizaron tantos experimentos con
modelos de agar como experimentos de ranas vivas; un experimento correspondia a un

individuo.

Al finalizar cada experimento tanto de las ranas vivas como sus respectivos
modelos de agar, los datos colectados por los registradores automaticos se accedieron
usando el programa OneWireViewer version 3.15.50 (Maxim Integrated Products, 2010) y
fueron procesados mediante rutinas de programacion realizadas en lenguaje R (R Core
Team, 2016).



11

4.6. TASAS DE DESECACION

La formula usada para calcular la tasa de pérdida de agua por evapotranspiracion
(TPE) fue:

_ (Pf-Po) .,
TPE = TfTo) (Ecuacion 1)

Donde TPE corresponde a la tasa de pérdida de agua por evapotranspiracion en
postura de conservacion de agua (g h 1), Pf representa el peso final, Po es el peso inicial de
la rana 0 modelo de agar (g); Tf es el tiempo final del experimento y To indica el tiempo

inicial del experimento.

Una rutina de programacion en R permitio determinar el periodo mas largo en que
la rana permaneci6 en postura de conservacion de agua durante el experimento. Se calcul6
para este periodo de tiempo la tasa de pérdida de agua por evapotranspiracion, en base a
calculos de Bernstein y colaboradores (1977) para un sistema de flujo abierto como el que
se usO en los experimentos, junto con tablas de densidad de vapor saturado que fueron
necesarias para calcular la masa de agua a partir de las mediciones de humedad relativa
(Young et al.,, 2005). Cada valor de pérdida de peso por evapotranspiracion fue

extrapolado al periodo de una hora.

Para obtener un valor estandarizado de TPE que se pueda comparar entre especies,
el valor extrapolado en el paso anterior fue dividido para un estimado de la superficie de
piel expuesta mientras la rana permanecia en postura de conservacion de agua. Para
calcular el area expuesta en esta posicion se usaron las formulas desarrolladas por Tracy

(1976) que usan como base ecuaciones alométricas en funcion del peso de la rana.

Agyp = 0,425W 085 (Ecuacion 2)

Apxp + Agyp = 12,39 W 0559 (Ecuacion 3)

Donde W representa la masa de la rana 0 modelo, Aexp (area expuesta) es la

diferencia de Asug (@rea en contacto con el substrato).
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4.7. RESISTENCIAS CUTANEAS

Las resistencias cutaneas a la pérdida de agua por evapotranspiracion se obtuvieron
en base a las formulas de Wygoda (1988), donde RrotaL es la resistencia total en segundos
por centimetro. VDD corresponde a la diferencia entre la densidad de vapor de agua
saturado a la temperatura corporal y la densidad de vapor de agua a la temperatura del aire,
TPE es la tasa de pérdida de agua y A es el area expuesta de la rana mencionada

anteriormente.

VDD .,
RroraL = A (ﬁ) (Ecuacién 4)
Rrorar = Rcum + Reyr (Ecuacion 5)

Los modelos de agar presentan resistencia cutanea igual a cero (Rcyr = 0 ), por
lo que su resistencia total (Ryor4. ) S€ convierte en la (Rq1; ) resistencia de la capa limite
(capa entre el organismo y el ambiente), de esta manera la (R.yr ) resistencia cutanea de

las ranas vivas sera la diferencia entre la resistencia total y la resistencia de la capa limite.

4.8. ANALISIS ESTADISTICOS

El paquete estadistico que se usé para procesar los datos fue JMP ® versién 9.0.1
(SAS Institute Inc, 2009). Se realiz6 la prueba estadistica no paramétrica de Wilcoxon,para
determinar si existen diferencias significativas entre las tasas de pérdida de agua,
resistencia cutanea y medidas (SVL, ancho de cabeza, ancho de abdomen y profundidad de
abdomen) de las ranas reales y los modelos de agar de cada especie. Previamente, se
intentd realizar un andlisis de variancia (ANOVA) y una transformacion de los datos, pero
fueron descartados debido a que los datos no cumplian los supuestos de normalidad. Se usé
la misma prueba estadistica no paramétrica de Wilcoxon para determinar si existian
diferencias significativas entre especies en cuanto a sus tasas de pérdida de agua y

resistencias cutaneas.
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5. RESULTADOS

5.1. EXPERIMENTOS DE PERDIDA DE AGUA

Los experimentos para Pristimantis unistrigatus se realizaron en el mes de enero
del 2 016. 15 individuos entre 1,245 a 3,968 g (x = 2,015 g, N=15) (Tabla 1) se colocaron
en el sistema de desecacion. El tiempo que los individuos llegaron a la postura de
conservacion de agua fue de (x = 18,37 £ 10,48) minutos, luego mantenian esta posicion

hasta finalizar el experimento.

Los experimentos para Hypsiboas cinerascens se llevaron a cabo en el mes de
mayo del 2016. Se colocaron 15 individuos entre 1,675 a 2,965 g (x = 2,303 g; N=15)
(Tabla 2) dentro del sistema de desecacidn, esta especie llegd a la posicion de conservacion

de agua mas rapido (x = 13,09 £ 7,6 minutos) que P. unistrigatus.

La Figura 3 ilustra la variacion de humedad a lo largo del experimento (datos
colectados por los registradores automaticos de temperatura). Los picos de la fluctuacion
corresponden a fases de movimiento de la rana, mientras que los segmentos de la curva
que registran un valor constante de humedad corresponden a los momentos en los que la
rana mantuvo la posicion de postura de conservacion de agua. Para los experimentos con
los modelos de agar se observa un flujo constante de humedad y, tanto para P. unistrigatus
como para H. cinerascens, los modelos registraron mayor pérdida de humedad que la

registrada para las ranas reales.

5.2. TASAS DE DESECACION

Las tasas de pérdida de agua calculadas para los individuos de Pristimantis
unistrigatus fue 0.064 g h, mientras que la tasa para los modelos de agar de esta especie
fue 0,117 g h'! (Tabla 4). Estos valores difieren significativamente (p < 0,01; Z = -3,7334;
Std=3,2141) indicando una posible estrategia cutanea en contra la desecacion (Fig. 4).
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Las tasas de pérdida de agua estimadas para la superficie de piel expuesta en los
individuos de P. unistrigatus presentan diferencias estadisticamente significativas (p =
0,0107; Z = -2,55315; Std=3,1641) entre ranas vivas (0,003815 g h™* cm?) y los modelos
de agar (0,006192 g h'tcm) (Tabla 4).

Hypsiboas cinerascens registré una tasa de pérdida de agua de 0,080 g h%, para sus
correspondientes modelos de agar la tasa fue de 0,150 g h* (Tabla 4), un valor
aproximadamente dos veces mayor que la tasa calculada para las ranas reales de esta
especie. Estos valores presentan diferencias estadisticas significativas (p < 0,01; Z = -
3,7334; Std = 3,2141) (Tabla 5), por lo que se asume existe una estrategia de resistencia
cutanea para evitar la desecacion (Fig. 4). Sin embargo, estos resultados podrian ser
diferentes porque la medida de profundidad de abdomen de los modelos de agar presentd
diferencias significativas (p < 0,01; Z = 3,2356; Std =3,2141) con respecto a las ranas
reales (Anexo 2).

Las tasas de pérdida de agua estimadas para la superficie de piel expuesta de los
individuos de H. cinerascens presentan diferencias estadisticamente significativas (p <
0,01; Z = -4,1892; Std=3,2145) entre ranas vivas (0,004299 g h™ cm?) y los modelos de
agar (0,006759 g h't cm?) (Tabla 4).

Las diferencias para las tasas de pérdida de agua entre las especies P. unistrigatus e
H. cinerascens no fueron significativas (p = 0,0512; Z = -1,9494; Std=3,2145); pero si
consideramos la tasa de pérdida de agua tomando en cuenta la superficie de exposicion
(Fig. 4), existieron diferencias significativas (p< 0,05; Z = -2,0324; Std=3,2145) (Tabla 5).

53. PORCENTAJE DE PERDIDA DE PESO Y TIEMPO LIMITE DE
EXPOSICION

El porcentaje de pérdida de peso por hora en las ranas de Pristimantis unistrigatus
fue de 3,763 % de su peso total. Con este porcentaje y bajo medidas controladas de
laboratorio, es decir con una corriente de aire de 102 ml min?, una temperatura
aproximada de 20 °C y aire completamente seco, esta especie podria aproximarse a su
limite letal por desecacion en 11,6 horas (Tabla 6). EI porcentaje de pérdida de peso por

hora en las ranas de Hypsiboas cinerascens fue de 7,081%. El tiempo méaximo bajo
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condiciones de laboratorio a las cuales esta especie se acercaria a su limite letal por
desecacion (pérdida del 40% de su peso) fue de 5,9 horas.

5.4. RESISTENCIAS CUTANEAS

La resistencia total a la pérdida de agua en Pristimantis unistrigatus difiere
estadisticamente (p < 0,01; Z = 4,7277; Std=3,1586) entre ranas vivas (2,814 cm s) y los
modelos de agar (2,117 cm s?). Los valores de resistencia para Hypsiboas cinerascens
también presentaron diferencias estadisticas significativas (p < 0,01; Z = 4,0238;
Std=3,214) entre las ranas (3,082 cm s) y los modelos de agar (2,219 cm s*) (Tabla 6).

Las resistencias cutaneas calculadas de las ranas entre las especies P. unistrigatus
(0,712 cm s?) e H. cinerascens (0,860 cm s*) no presentaron diferencias estadisticas
significativas (p = 0,263; Z = -1,119; Std=3,2145) (Tabla 7; Fig. 5).
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6. DISCUSION

6.1. TASAS DE DESECACION

La pérdida de agua por evapotranspiracion se da cuando se ha eliminado la capa
limite (capa entre el organismo y el ambiente en el cual reside) (Hillman, 2009). La
diferencia de humedad relativa entre el ambiente y el organismo hace que esta pérdida se
incremente (Tracy, Christian y Tracy, 2010), tal como se pudo observar en las gréficas
correspondientes a los experimentos realizados. En las dos especies, los picos de humedad
relativa corresponden al movimiento de la rana (Fig. 3) y esta humedad se incrementa

debido a que existe mayor superficie expuesta.

Uno de los métodos para estimar la Pérdida de Agua por Evapotranspiracion (PAE)
es el uso de métodos gravimétricos (aqui PAE es determinada como pérdida de peso, ver
(Duellman y Trueb, 1994). Esta pérdida puede ser explicada por diversos factores como
habitos ecoldgicos de cada especie, dimensiones, forma, tamafio y superficie expuesta de

los individuos (Navas y Araujo, 2000; Tracy, Betts, y Christian, 2007).

Nuestro estudio estimé esta pérdida en 0,064 g h para Pristimantis unistrigatus y
en 0,080 g h' para Hypsiboas cinerascens. Esta discrepancia puede deberse a las
diferencias en cuanto a su morflogia. Una mayor superficie expuesta representa una mayor
tasa de pérdida de agua (Tracy et al., 2010), H. cinerascens presentd una mayor tasa de
pérdida de agua que P. unistrigatus asi como mayor superficie expuesta (18,830 y 17,321
cm? respectivamente). P. unistrigatus registré menor tasa de PAE que H. cinerascens esto
posiblemente porque el ambiente de P. unistrigatus que presenta periodos de sequia ha
hecho que su estrategia de resistencia cutanea sea mas eficiente que la de H. cinerascens.

Uno de los mecanismos comportamentales que disminuye la pérdida de agua por
evaporacion es la postura de conservacion de agua. Esta postura fue identificada tanto en
P.unistrigatus como en H. cinerascens en la que las ranas acercan sus extremidades hacia

el cuerpo bajan la cabeza y presionan su superficie ventral hacia el substrato, exponiendo
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al aire menor cantidad de piel y asi se reduce la pérdida de agua de sus cuerpos (Heatwole,
Torres, De Austin y Heatwole, A., 1969).

Las TPE en nuestros modelos de agar fueron mayores que las tasas calculadas para
las ranas vivas en postura de conservacion de agua (Tabla 4). La presencia o ausencia de
resistencia cutanea en las ranas estd definida mediante la diferencia en el valor absoluto de
las tasas de pérdida de agua, calculadas para las ranas vivas y los modelos de agar (Young
et al, 2005; Rowley y Alford, 2009), si la rana real pierde menos peso que su respectivo

modelo de agar asumimos que existe resistencia cutanea en esa especie (Fig. 4).

Para P. unistrigatus estas estimaciones tienen soporte ya que los modelos de agar
creados no presentan diferencias estadisticas (Tabla 3) en cuanto a sus pesos iniciales. H.
cinerascens presentd diferencias significativas (Tabla 3), provocado por la medida
profundidad de abdomen entre las ranas vivas y modelos de agar, que mostré diferencias
significativas (Anexol, Anexo2), es decir esta medida afectdé en el peso inicial de los
modelos de agar esto debido a que no se realiz6 suficiente presion en el area abdominal de
la rana viva al crear sus moldes. Esto implica que el valor de PAE para H. cinerascens

podria variar.

Para comparar las tasas de pérdida de agua por evapotranspiracion entre especies
los valores encontrados se corrigieron en base del area superficial de la piel expuesta
(Bentley, 2002). Esta correccion reveld que estas tasas si tuvieron diferencias
significativas; el valor calculado para P. unistrigatus fue de 0,0038 g h™* cm™? y para H.
cinerascens fue de 0,00429 g h™* cm™. Esta diferencia podria deberse a la presencia de
estrategias fisiologicas para evitar la pérdida de agua posiblemente motivadas por la propia

ecologia de cada especie.

6.2. LIMITES DE DESECACION Y PORCENTAJES DE PERDIDA DE
AGUA
El contenido de porcentaje de agua en el cuerpo de los anfibios oscila entre 77 y

83% de la masa corporal, siendo el valor mas alto reportado entre los vertebrados
(Hillman, 2009). Por lo tanto, para los anfibios acercarse o alcanzar sus limites de
desecacion (esto es disminuir entre el 40 a 50% de su peso por pérdida de agua) puede ser

letal (Peters, 1983). En nuestros ensayos, Pristimantis unistrigatus registré un porcentaje
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de pérdida de peso total por evapotranspiracion de 3,763 %, mientras que para Hypsiboas
cinerascens se registro una pérdida de peso total por evapotranspiracion de 7,081%. Los
resultados obtenidos se realizaron bajo condiciones de laboratorio controladas con un flujo
de aire seco de 102 ml min. Sin embargo, estos datos no representan ninguna relevancia

bioldgica, debido a que las ranas no estarian bajo estas condiciones en su ambiente natural.

6.3. RESISTENCIAS CUTANEAS

Histéricamente se consideraba a la mayoria de anfibios como organismos “tipicos”,
los cuales perdian agua a la misma tasa que una superficie de agua libre, es decir su
resistencia cutanea era igual a cero pensando que todos los anfibios actuaban como los
modelos de agar (Bentley, 1966; Wygoda, 1984; Shoemaker et al., 1992). En los ultimos
30 afos se identifico como “atipicos” 0 “waterproof” a los anfibios que presentaban

resistencia cutanea (Rcur) a la pérdida de agua (Wygoda, 1984; Buttemer ,1990).

Esta caracteristica ha sido reportada para diversas familias: Hylidae, Bufonidae,
Microhylidae, Myobatrachidae, Ranidae (Whiters et al., 1984; Wygoda, 1984; Young et
al., 2005). Young y colaboradores (2005) definieron que la resistencia cutinea esta
relacionada con los habitos ecoldgicos: especies arbdreas presentaron Rcur altas, especies
acuaticas Rcut muy bajas o nulas y especies terrestres Rcut valores intermedios entre estas
dos. Nuestros resultados son congruentes con esta investigacion, ya que la especie
Hypsiboas cinerascens (0.860 s cm™), una rana arbdrea, presento la Rcur mas alta en

comparacion con Pristimantis unistrigatus (0.712 s cm™), una rana terrestre.

Los rangos de las resistencias cutaneas calculados para estos grupos (arboreos y no
arboreos) varian entre investigadores. Young y colaboradores (2005) definid este rango
para ranas arboreas de entre 0,3 a 63 s cm™, mientras que estudios anteriores encontraron
para este mismo grupo valores mayores a 100 s cm™ (Shoemaker y McClanahan, 1975).
Para la especie arborea de nuestro estudio (H. cinerascens) el valor calculado es similar a

lo reportado por Young y colaboradores (2005).

Especies arboreas representantes de la familia Hylidae presentan altos rangos de
resistencia cutanea (Withers et al., 1984; Wygoda, 1984, Navas, Antoniazzi, y Jared, 2004)

debido a que caracteristicas ecologicas propias dentro de la familia las exponen a sitios
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abiertos en comparacién a habitos ecoldgicos de especies terrestres. Se ha registrado que
especies como Phyllomedusa bicolor (Boddaert, 1772), Phyllomedusa hypochondrialis
(Daudin, 1800) impermeabilizan su piel mediante secreciones cerosas (Navas et al., 2004).
Observaciones con la especie Dendrosophus bifurcus (Anderson, 1945) en experimentos
que se estan desarrollando bajo la misma metodologia en el laboratorio de Ecofisiologia de
la PUCE han registrado conductas similares (A. Morales y A. Merino-Viteri, datos no

publicados).

Una revision realizada por Lillywhite (2006) reporta que la familia Hylidae
presenta resistencia cutanea en el rango de 0 a 457 s cm™.. Ranas arboricolas presentan un
gran desafio fisioldgico en cuanto a pérdida de agua por evapotranspiracion debido a que
todo el tiempo se enfrentan a un ambiente hostil. Este microambiente presenta efectos
deshidratantes como: el aumento de la velocidad del viento, distancia de agua disponible
(Tracy et al., 2010). En respuesta a estas circunstancias este grupo de ranas presentan
resistencias cutaneas que les permite explotar este nicho ecologico (arboricora), como en el
caso de H. cinerascens, quien presenta una resistencia cutdnea como mecanismo para
enfrentar su exposicion al aire diariamente, anfibios expuestos a esta condicion pueden
perder cantidades considerable de agua por evapotranspiracion (Bentley, 2002). Sin
embargo, la distribucion de H. cinerascens generalmente la expone a lugares con humedad
ambiental alta dentro de la Amazonia ecuatoriana (Bosque Montano Oriental, Bosque
Piemontano Oriental, Bosque Humedo Tropical Amazénico) (Ron y Read, 2012) que se
caracteriza por poseer valores altos de humedad entre 86 y 100% (Campos, 1993) lo cual

minimizaria la pérdida de agua por evapotranspiracion.

Para especies con habitos ecoldgicos terrestres, Young y colaboradores (2005)
registran valores de resistencia cutdnea (Rcut) para estos grupos, menores que los
obtenidos para especies arbdreas. En nuestro caso P. unistrigatus responde al trabajo de
Young y colaboradores; al registrar un valor menor de Rcut en comparacién con la especie
arborea H. cinerascens, la investigacién mas cercana en cuanto a especie relacionada con
similar habito ecoldgico es la de Pough y colaboradores (1983), quienes encuentran que
Eleutherodactylus coqui (Thomas, 1966) presenta menor pérdida de agua como resultado
de la combinacion de postura de conservacion de agua (PCA), junto con la reabsorcién de
agua en la orina de la rana con respecto a individuos que se encontraban en constante

movimiento. La primera premisa es similar a nuestros resultados ya que la tasa de PAE



20

total para P.unistrigatus (0,070 g h'!) fue mayor que la tasa calculada cuando nuestra
especie estuvo en posicion de conservacion de agua (0,064 g ht), nuestros valores no
pueden ser comparados con los E. coqui porque nuestros experimentos fueron realizados
bajo condiciones controladas (102 ml min™) en laboratorio y la investigacion de Pough y

colaboradores se la realizé en el ambiente natural de la rana.

La ecologia de P. unistrigatus la expone a lugares hiumedos, su pico de actividades
se da en épocas lluviosas ya que favorece a su época reproductiva y su actividad es
nocturna (Ron et al., 2012), por esta razon la presencia de resistencia cutdnea fue
inesperada. Nuestros resultados indican que esta especie presenta resistencia cutanea
posiblemente para poder enfrentar la estacionalidad de los valles interandinos que habita.
En los que existe una marcada diferencia en cuanto a la precipitacion y humedad, entre los
periodos junio — agosto (periodo seco) y octubre — mayo (periodo Iluvioso) al igual que el
incremento de temperaturas maximas y minimas en toda la regién (Villacis y Taupin,
2003). Debido a estas caracteristicas ambientales P. unistrigatus presentaria esta
resistencia para poder enfrentar el periodo seco sin acercarse a su limite letal de pérdida de
peso por evapotranspiracion.

La diferencia en cuanto al valor calculado de resistencia cutanea para H.
cinerascens y P. unistrigatus es un ejemplo mas de la variabilidad de los niveles de Rcur
entre familias. Estos niveles dependen de la fisiologia y la conducta de los individuos
(Toledo y Jared 1993; Lillywhite, 2006; Tracy, Christian, Betts, y Tracy, 2008). Para ranas
arbéreas la presencia de secreciones mucosas incrementa la resistencia cutanea (Wygoda
1984; Buttemer et al., 1990; Christian y Parry 1997; Young et al., 2006), asi como la

presencia de iridéforos dermales los cuales reflejan la luz (Toledo y Jared, 1993).

El estudio realizado por Christian y Parry (1997) reporta que la composicion
quimica de las secreciones de la piel para especies con distintos habitos ecolégicos Litoria
caerulea (Dubois, 2016) y Cyclorona australis (Dubois, 2016) rana arbérea y rana terrestre
respectivamente presentan caracteristicas similares (5 — 10 % lipidos y 78 — 85% de
material proteico). Al presentar composiciones similares en las secreciones mucosas de la
piel podriamos considerar que el comportamiento es el factor mas influyente para evitar la
PAE. Lo que ha permitido que H. cinerascens pueda explotar su nicho arboricola mientras

que P. unistrigatus se encuentre en un habitat arbustivo (Ron et al, 2012).
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La combinacion de caracteristicas fisiolégicas como presencia de resistencia
cutdnea, junto con caracteristicas comportamentales como postura de conservacion de
agua, seleccion de micro habitat humedos han permitido que las puedan colonizar distintos

nichos.

Esta investigacion es uno de los primeros estudios realizados sobre PAE en anfibios
a nivel nacional bajo condiciones controladas de laboratorio. Aportando a la creacion de
una linea base que permita estimar potenciales efectos de los cambios de humedad en los
ambientes naturales y delinear estrategias de conservacion para este grupo altamente
amenazado. Para futuras investigaciones se recomienda realizar un enfoque holistico tanto
fisioldégico y ecologico para poder determinar con mayor precision los factores

involucrados en la presencia o ausencia de resistencias cutaneas en anfibios ecuatorianos.
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7. CONCLUSIONES

La tasa de pérdida de agua por evapotranspiracion de Pristimantis unistrigatus en
postura de conservacion de agua fue de 0,064 g h't, mientras que para los modelos de agar
de esta especie fue de 0,117 g h'%, indicando la presencia de un mecanismo de resistencia
cutanea para disminuir esta pérdida, que responderia como estrategia para enfrentar la

estacionalidad de los valles interandinos que habita.

La tasa de pérdida de agua por evapotranspiracion para Hypsiboas cinerascens fue
de 0,080 g h™ en postura de conservacion de agua y para los modelos de agar fue de 0,150
g h't; las diferencias entre las ranas y modelos de agar en esta especie revelan la presencia
de algn mecanismo cutaneo para evitar la pérdida de agua por evapotranspiracion, como

resultado de la exposicion al aire que mantiene esta especie al descansar durante el dia.

Los porcentajes de perdida de agua bajo las condiciones de laboratorio fueron
3,76 % para P. unistrigatus y 7,08% para H. cinerascens. Estos valores les permitirian
sobrevivir a condiciones extremas 11,6 y 5,9 horas respectivamente. Sin embargo, estos
resultados no presentan relevancia bioldgica debido a que estas especies no estarian

sometidas a estas condiciones en su ambiente natural.

P. unistrigatus presentd una resistencia cutanea de 0,712 s cm™ mientras que H.
cinerascens registré el valor de 0,860 s cm™, estos siguen el patréon de Young y
colaboradores (2005) quienes reportan que especies arbOreas presentan resistencias

cutaneas mas altas que especies terrestres.

Los valores de las resistencias cutaneas podrian ser considerados como un
indicador de la vulnerabilidad de las distintas especies a cambios dentro de sus

ecosistemas. Especies con resistencias menores serian mas susceptibles a estas variaciones.

La combinacion de factores ambientales como humedad relativa, temperatura,
ausencia de radiacién solar, asi como propios del organismo temperatura, tamarfio, area
superficial expuesta, habitos ecoldgicos, determinan la tasa de pérdida de agua de los
anfibios, este trabajo es un acercamiento para implementar una linea base que pueda iniciar

la prediccion de potenciales efectos del cambio climéticos en estos organismos.
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9. FIGURAS
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Figura 1. Sistema de Desecacién. A y B son cdmaras de cristal con registradores automaticos de
temperatura y humedad relativa; C es la cAmara de cristal donde ser& colocada la rana viva o el modelo de
agar durante el experimento.
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Figura 2. Modelos de Agar realizados en base a color y forma de las especies estudiadas Hypsiboas
cinerascens y Pristimantis unistrigatus. A, modelos de agar para H. cinerascens; B, modelos de agar para P.
unistrigatus.
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Figura 3. Gréfico de la humedad relativa registrada a través del tiempo. La linea roja representa la humedad relativa para la rana real, la linea azul representa la humedad
relativa correspondiente a los modelos de agar y la linea celeste representa la humedad relativa en postura de conservacion de agua. Los gréaficos son representaciones de la
humedad registrada para un solo individuo. A, gréafico para rana real y modelo de agar de Pristimantis unistrigatus; B, grafico para rana real y modelo de agar de Hypsiboas

cinerascens.
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sobre la barra (N.S. = no significante, * = diferencias significativas p < 0.05) entre los experimentos

realizados.
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muestra sobre la barra (N.S. = no significante, * = diferencias significativas p < 0.05) entre los experimentos
realizados.
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Tabla 1. Datos gravimétricos de Pristimantis unistrigatus tomados en experimentos

de desecacion bajo con bajo condiciones de laboratorio (flujo de aire seco = 102 ml min™,

temperatura = 20°C).

Rana Modelo de Agar

Codigo Po(q) Pf(g) TPE(gh?) Codigo Po(g) Pf(g) TPE(gh?)

PU001 2,039 1,985 0,054 MAPUO001 2,754 2,716 0,075

PU002 2,097 1,998 0,099 MAPUO002 1,067 1,034 0,065

PUO003 2,735 2,634 0,101 MAPUO003 3,110 3,071 0,077

PU004 3,968 3,898 0,069 MAPUOQ04 3,133 3,078 0,110

PUO0O05 2,236 2,176 0,060 MAPUOO05 2,646 2,611 0,069

PUO006 1,871 1,814 0,056 MAPUOQO06 1,860 1,828 0,064
PU62926 2,457 2,384 0,073 MAPU62926 2,818 2,728 0,180
PU62925 2,228 2,176 0,084 MAPUG62925 2,958 2,867 0,182
PU62933 1,392 1,327 0,064 MAPU62933 2,247 2,168 0,157
PU62930 1,311 1,247 0,063 MAPU62930 1,832 1,771 0,122
PU62932 1,309 1,256 0,052 MAPU62932 1,782 1,744 0,076
PU62929 1,639 1,557 0,082 MAPUG62929 2,874 2,829 0,089
PU62924 1,365 1,302 0,062 MAPU62924 1,909 1,764 0,290
PU62934 2,339 2,273 0,064 MAPU62934 3,009 2,959 0,096
PU62935 1,245 1,181 0,064 MAPU62935 1,914 1,869 0,089

x + sd 2,015 +0.72 0,064 + 0.09 2,394+0,63 0,117 +0.06

Po = peso inicial; Pf = peso final; TPE = tasa de pérdida de agua por evapotranspiracion.
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Tabla 2. Datos gravimétricos de Hypsiboas cinerascens tomados en experimentos

= 102 ml min®,

temperatura = 20° C).

Rana Modelo de Agar
Cadigo Po(g) Pf(g) TPE(gh?)  Cédigo Po(g) Pf(g) TPE(gh?)
HCO001 2,639 2,568 0,141 MAHCO001 2,717 2,623 0,188
HC002 2,777 2,698 0,158 MAHCO002 3,193 3,120 0,146
HCO003 2,111 2,051 0,120 MAHCO003 3,380 3,307 0,146
HC004 2,262 2,120 0,284 MAHC004 2,491 2,427 0,128
HCO005 2,569 2,500 0,138 MAHCO005 3,208 3,137 0,142
HCO006 2,965 2,858 0,207 MAHCO006 3,225 3,155 0,140
HCO007 1,870 1,804 0,132 MAHCO007 3,053 2,981 0,144
HCO008 2,662 2,581 0,162 MAHCO008 2,753 2,680 0,146
HCO009 1,987 1,927 0,120 MAHCO009 2,582 2,515 0,133
HCO010 2,282 2,197 0,170 MAHCO010 3,755 3,673 0,164
HCO011 2,285 2,203 0,158 MAHCO011 3,257 3,182 0,150
HCO012 2,148 2,062 0,172 MAHCO012 3,164 3,086 0,156
HCO013 1,675 1,602 0,146 MAHCO013 2,469 2,393 0,152
HCO014 2,442 2,358 0,168 MAHCO014 2,756 2,684 0,143
HCO015 1,878 1,809 0,138 MAHCO015 2,466 2,382 0,168
x+sd 2,303+0,37 0,080+ 0,07 2,965+0,38 0,150+0,04

Po = peso inicial; Pf = peso final; TPE = tasa de pérdida de agua por evapotranspiracion
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Tabla 3. Valores para prueba de Wilcoxon para peso inicial entre ranas vivas y sus

modelos de agar.

Especie Tipo de Po (g) Std Z value p-Value
experimento
P. unistrigatus Rana 2,015 +£0,72
P. unistrigatus Agar 2,394+0,63 3,2145 -1,7006 0,089
H, cinerascens Rana 2,303+0,37
H. cinerascens Agar 2,965+0,38 3,2145  -3,6085 0,003 *

Los valores de Po (g) = peso inicial, estd expresados como (media + desviacidn estandar); * representa
valores de significancia entre las ranas vivas y los modelos de agar p < 0,05.

Tabla 4. Tasas de pérdida de agua valores en bruto, Tasa de Pérdida de Agua por

evapotranspiracion ajustada a la superficie expuesta en postura de conservacion de agua.

Especie Modelo TPE(gh?) p-Value TPA(ghtcm?) p-Value
P. unistrigatus Rana 0.064 £ 0.09 0.003815 + 0.0009
P. unistrigatus Agar 0.117 +0.06 * 0.006196 +0.0035 *
H. cinerascens Rana 0.080+ 0.07 0.004299+ 0.00048
H. cinerascens Agar 0.150+0.04 * 0.006759+0.0011 *

Los valores de TPE (tasas de pérdida de agua por evapotranspiracion) y TPA (tasas de pérdida de agua por
superficie de piel expuesta), estan expresados como (media + desviacion estandar); los * representan valores
de significancia entre las ranas vivas y los modelos de agar * p < 0.05.
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Tabla 5. Valores para la prueba de Wilcoxon para Tasas de Pérdida de Agua por Evapotranspiracion entre las ranas vivas.

Especie TPE(gh?) Std Zvalue p-Value TPA(ghcm™) Std Zvalue  p-Value
P. unistrigatus 0.064 £ 0.09 0.003815 + 0.0009
H. cinerascens 0.080+ 0.07 3.2145  -1.9494 0.0512  0.004299+ 0.00048 3.2145 -2.0324 0.045 *

Los valores de TPE (tasas de pérdida de agua por evapotranspiracion) y TPA (tasas de pérdida de agua por superficie de piel expuesta), estdn expresados como (media +
desviacién estandar); los * representan valores de significancia entre las ranas vivas, p < 0.05 de las dos especies.
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Tabla 6. Porcentajes de pérdida de agua y tiempo limite letal bajo condiciones de

laboratorio.

Especie

Modelo %PP(h)

Tmax(h)

P. unistrigatus
P. unistrigatus
H. cinerascens

H. cinerascens

Rana 3.763 £1.06
Agar 5.186+3.20
Rana 7.081+1.81
Agar 5.135+0.856

11.646+4.07
9.680+4.037
5.913+1.159
7.968 +1.161

Los valores estan expresados como (media + desviacion estandar); %PP(h) = porcentaje de pérdida de peso
por hora; Tmax(h) = Tiempo maximo para llegar al limite letal por desecacion (40%).



Tabla 7. Resistencias totales y cutaneas a la pérdida de agua por evapotranspiracion.
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Ranas vs Modelos de Agar

Ranas

Especie Modelo Rror(scm™)  Std Zvalue p-Value Especie Modelo  Rcur(scm™) Std Zvalue p-Value
P. unistrigatus Rana  2.814+0.55 3.1586 4.7277 p<0.01*
P. unistrigatus Agar  2.117+075 P. unistrigatus Rana 0.712+0.75
H. cinerascens Rana  3.082+0.27 3.214  4.0238 p <0.01* 3.2145 1.119 0.263
H. cinerascens Agar 2.219+0.49 H. cinerascens Rana 0.860+0.47

Los valores estan expresados como (media + desviacion estandar); Rror (s cm™) = resistencia total a la pérdida de agua por evapotranspiracion; Rcut (s cm™) = resistencia
cutanea a la pérdida de agua por evapotranspiracion en ranas vivas; * representan diferencias significativas p < 0.05.
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Anexo 1. Medidas de las ranas y modelos de agar de las especies P. unistrigatus e H. cinerascens, * indica
diferencias estadisticas significativas. Los extremos de las barras indican los tratamientos comparados con el
analisis estadistico y la significancia se muestra sobre la barra (N.S. = no significante, * = diferencias
significativas p < 0.05) entre los experimentos realizados.
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Anexo 2. Valores de Prueba de Wilcoxon que muestran la diferencia en medidas entre las

ranas vivas y los modelos de agar.

Especie Medida Std z p-Value
SVL 3,2095 0,083 0,9398
Ancho Cabeza 3,2073 0,2078 0,8353
P. unistrigatus ~ A. Abdomen 3,2091 0,5608 0,5749
Prof. Abdomen 3,2045 0,3744 0,7081
SVL 3,2113 -0,103 0,9174
H. cinerascens Ancho Cabeza 3,2143 1,0578 0,2901
A. Abdomen 3,2138 10,8712 0,3836
Prof. Abdomen 3,2141 3,2356 0,0012

SVL = longitud rostro cloaca; A. Abdomen = Ancho Abdomen; Prof. Abdomen = profundidad de abdomen;

* representa diferencias estadisticas significativas.



