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Resumen

Sin duda la llamada de anuncio de los anuros es uno de los elementos mas
conspicuos que poseen, esta es empleada para la seleccién de pareja durante la época
de reproduccién asi como en la competencia macho-macho. Esto hace que la llamada
de anuncio sea un elemento determinante en la adecuacién de los organismos y al
mismo tiempo un blanco facil de seleccion. Este atributo ha evolucionado bajo las
condiciones naturales que presentan los bosques en los que habitan, por lo que
modificaciones en el habitat pueden reflejarse en la estructura de la llamada de anuncio.
El presente estudio se enfocO en caracterizar la llamada de anuncio de la rana Smilisca
baudinii bajo estadios sucesionales contrastantes del bosque tropical seco, y la relacion
entre la estructura de la llamada de anuncio con la morfologia de la regién cefalica, asi
como la morfometria corporal y cerebral de los individuos. Para ello se grabaron las
vocalizaciones de un total de 33 organismos durante el periodo de Agosto-Septiembre
del 2014 y Agosto-Septiembre 2015; 15 provenientes del bosque maduro (BM) y 18 de
las zonas con perturbacién antropogénica (PA). De los 33 individuos, 10 se utilizaron
para la extraccion y estudio de los centros cerebrales asociados a las vocalizaciones
(4rea preoptica hipotalamica y ndcleo amigdalino medial). Se obtuvieron variables
corporales como peso (Pgr), longitud hocico cloaca (LHC) y tamafio de la region cefélica
de los 33 individuos. De los cerebros de los 10 individuos se obtuvieron las variables
cerebrales: tamafio y densidad neuronal del &rea preoptica hipotalamica y del ndcleo
amigdalino medial. Las variables acusticas evaluadas para los 33 individuos fueron:
frecuencia dominante (FD), frecuencia media (Fu), frecuencia de mayor amplitud (FA),
frecuencia fundamental (FF), amplitud, tiempo y numero de cortes por intervencién. Se
encontré que S. baudinii es una especie que presenta una llamada de anuncio simple
de una sola nota que se repite constantemente con un promedio de 6.1+1.66 pulsos por
intervencion y que dura 362.88+79.3ms, con una FD de 1.816+0.879kHz. Al comparar
la estructura de la llamada de anuncio de S. baudinii entre los tratamientos mediante un
analisis de funcion discriminante, se observan dos grupos claramente definidos, el del
BMy el de las zonas con PA, con tan solo el 16.6% de organismos mal clasificados. La
FA fue la variable que mejor explicod el agrupamiento, con una P<0.05. Asi mismo se
observé que la LHC tuvo una asociacion negativa con la Fu (R2=-0.215, P<0.05) y la
FA R2= -(0.246, P<0.05), decreciendo con forme aumenta la LHC. Estas mismas
variables acusticas presentaron una tendencia similar con el tamafio de la region
cefalica (R2=-0.429 y R2=-0.196, P<0.05 respectivamente). Por otro lado, solo la
densidad neuronal del nacleo amigdalino medial mostré una relacion positiva con el
numero de pulsos por intervencion (R2=0.449, P<0.05). Al comparar todas las variables
acusticas, cerebrales y morfométricas de los individuos provenientes del BM con el de
las zonas con PA mediante un andlisis de funcién discriminantes, se observaron dos
grupos claramente definidos, sin ningln organismo mal clasificado. La LHC seguida de
la Fu fueron las variables mas explicativas (P<0.05). Con esto se puede concluir que la
llamada de anuncio es un elemento complejo cuyo factor de variacion esta asociado a
los atributos morfoldgicos de los organismos por tipo de habitat. Individuos del BM
fueron de mayor tallay Pgr con llamadas de anuncio de baja frecuencia y alta intensidad
en comparacion con los individuos de las zonas con PA.

Palabras clave: Llamada de anuncio, Anuros, Bioacustica, perturbacion, Bosque tropical
seco.



Abstract

Undoubtedly the call of advertisement of the anurans is one of the most conspicuous
elements they possess, this is used for the selection of couple during the breeding
season as well as in the male-male competition. This makes the advertisement call a
determining factor in the adequacy of the organisms and at the same time an easy target
for selection. This attribute has evolved under the natural conditions of the forests in
which they inhabit, so that modifications in the habitat can be reflected in the structure of
the advertisement call. The present study focused on characterizing the advertisement
call of the Smilisca baudinii frog under contrasting successional stages of the dry tropical
forest, and the relationship between the structure of the advertisement call and the
morphology of the cephalic region, as well as the body morphometry and Of individuals.
For this purpose, the vocalizations of a total of 33 agencies were recorded during the
period August-September 2014 and August-September 2015; 15 from mature forest
(WB) and 18 from areas with anthropogenic disturbance (PA). Of the 33 individuals, 10
were used for the extraction and study of the brain centers associated with vocalizations
(preoptic hypothalamic area and medial tonsillar nucleus). Body variables such as weight
(Pgr), cloaca snout length (LHC) and cephalic region size of the 33 individuals were
obtained. From the brains of the 10 individuals we obtained the brain variables: neuronal
size and density of the hypothalamic preoptic area and the medial tonsillar nucleus. The
acoustic variables evaluated for the 33 subjects were: dominant frequency (FD), mean
frequency (Fu), higher amplitude frequency (FF), fundamental frequency (FF),
amplitude, time and number of cuts per intervention. It was found that S. baudinii is a
species that presents a simple announcement call of a single note that is constantly
repeated with an average of 6.1 + 1.66 pulses per intervention and that lasts 362.88 +
79.3ms, with an FD of 1,816 + 0.879kHz . When comparing the structure of the ad call
of S. baudinii between the treatments by means of a discriminant function analysis, two
clearly defined groups are observed, the WB and the areas with PA, with only 16.6% of
bad organisms Classified. The AF was the variable that best explained the grouping, with
a P <0.05. It was also observed that the LHC had a negative association with the Fu (R2
=-0.215, P <0.05) and the FA R2 = - (0.246, P <0.05), decreasing with increasing LHC.
These same acoustic variables presented a similar tendency with the size of the cephalic
region (R2 = -0.429 and R2 = -0.196, P <0.05 respectively). On the other hand, only the
neuronal density of the medial tonsillar nucleus showed a positive relation with the
number of pulses per intervention (R2 = 0.449, P <0.05). When comparing all the
acoustic, cerebral and morphometric variables of the individuals coming from the WB
with those of the BP zones through a discriminant function analysis, two clearly defined
groups were observed, without any organism that was not classified. LHC followed by
Fu were the most explanatory variables (P <0.05). With this we can conclude that the
advertisement call is a complex element whose variation factor is associated to the
morphological attributes of organisms by habitat type. WB individuals were of larger size
and Pgr with low frequency and high intensity ad calls compared to individuals in areas
with BP.

Key words:Advertisament call, Anurans, Bioacoustics, Perturbation, Dry tropical forest.



Introduccion General

Multiples factores intervienen en la supervivencia y adecuacion de los
organismos, uno de los principales es el estado de conservacion del habitat en
el que se encuentran, ya que este es el que proporciona los recursos necesarios
para su supervivencia y desarrollo (Pough et al.,, 1977; Urbina-Cardona y
Reynoso, 2011). Dentro de los trabajos mas comunes para evaluar el efecto de
la perturbacién antropogénica sobre las especies animales se encuentran
aguellos que describen cambios en la estructura de las comunidades o en los
atributos funcionales de las especies (Vallan, 2002; Suazo-Ortuiio et al., 2007;
Suazo-Ortuiio, 2009; Wanger et al., 2009; Orea-Gadea, 2010; Hayes, et al.,
2010). Otros trabajos han abordado este tema desde la perspectiva de los
atributos individuales, es decir, desde la respuesta fisiolégica o morfolégica de
los individuos (Bucio, 2012). En este sentido la tolerancia de las especies a la
perturbacion antropica del habitat estd dada por la capacidad que tienen los
individuos de enfrentar cambios en el ambiente mediante diferentes estrategias,
ya sea a través de modificaciones morfoldgicas (plasticidad fenotipica) o
fisiologicas (remodelar su fisiologia interna) para compensar cambios en el
ambiente. Esta capacidad se define como la capacidad de un gen de expresar
un fenotipo diferente que responde a las condiciones externas del ambiente
(Carabio, 2011). La plasticidad fenotipica estd ampliamente distribuida en la
naturaleza, tiene mdultiples manifestaciones y puede conferir resiliencia a las

especies para enfrentar la perturbacién del habitat (Seebacher et al., 2015).

Los anfibios y en particular los anuros tienen la capacidad de responder
rapidamente a cualquier cambio en el habitat, incluyendo aquellos ocasionados
por las perturbaciones humanas (Carabio, 2011), por ejemplo, en el caso de la
rana pico de pato (D. spatulata) se han reportado cambios en la forma de la
cabeza en respuesta a la sucesion secundaria del bosque (Orozco, 2012). En la
actualidad la intensidad y la velocidad en la que las actividades humanas han
transformado los ecosistemas, han puesto en riesgo a las especies de anfibios,
perdiendo no solo su gran diversidad, sino que al mismo tiempo el papel que
juegan en los ecosistemas (Lavilla, 2001; Bosch, 2007). Por lo que aquellos

trabajos que pretendan conservar y mantener especies deberan enfocarse en



mantener y proteger los procesos que regulan las poblaciones naturales,
principalmente la reproduccion. En el caso particular de los anuros, la
reproduccion se presenta estacionalmente, coincidiendo generalmente con la
época de lluvias. Esta se da de forma grupal y en ella las vocalizaciones emitidas
por los machos juegan el papel principal, debido a que estas no solo le permiten
a la hembra identificar la ubicacion del macho, sino que también le permiten
identificar a miembros de su especie, asi como evaluar cual es el mejor macho
del coro (Salthe y Mechan, 1974; Augusto et al., 2008). Dichas vocalizaciones
han evolucionado para transmitirse bajo condiciones naturales, sin embargo,
actualmente estas condiciones son cada vez mas escasas y es comun encontrar
grupos de anuros emitiendo vocalizaciones en grandes claros antropizados. Esto
puede tener consecuencias directas sobre la llamada de anuncio durante el
cortejo y en consecuencia sobre el éxito reproductivo (Tomaszycki y Adkins-
Regan,2005; Augusto, 2007).

En el caso especifico de los anuros, se ha observado que aquellos
individuos que se desarrollan en hébitats con estadios tempranos de sucesion
presentan niveles mas bajos en el indice de condicién corporal, en comparacion
con aquellos que se desarrollan en habitats con estadios de sucesion tardia o en
vegetacion primaria (Pérez, 2013), lo que puede tener efectos directos en la
adecuacion de los mismos, en particular con la busqueda de pareja y la emision
de vocalizaciones, ya que de acuerdo con estudios previos, las vocalizaciones
de varios grupos de anuros estan directamente relacionadas con el tamafio de
los individuos, de tal manera que individuos grandes emiten vocalizaciones
graves y los individuos pequefios emiten vocalizaciones agudas (Gindras et al.,
2012). Asi mismo, de acuerdo a experimentos previos las hembras tienen
preferencia por machos de mayor talla con cantos de baja frecuencia (Ryan,
1980) Por otro lado, estudios recientes proponen que los individuos tienen la
capacidad de responder de diferente forma (por ejemplo, fisiolégicamente) a los
cambios en el habitat. Los organismos reciben sefiales fisicas y quimicas del
medio que los rodea, estos tomaran y procesaran dichas sefiales mediante el
sistema nervioso, el cual se encargara de traducir la informacion de las sefnales
externas en sefiales neuroendocrinas que regulan los cambios en la fisiologia y

morfologia del individuo (Ball, 1993) dando como resultado un gran namero de

2



respuestas asociadas a los cambios en el ambiente. En el caso de la rana pico
de pato (Diaglena spatulata), especie simpatrica de la rana verde de arbol
(Smilisca baudinii), se ha documentado que existen cambios en el tamafio de las
regiones cerebrales, particularmente del area preoptica hipotalamica (APO) y el
ndcleo amigdalino medial (AM), como respuesta a las condiciones del ambiente
y en consecuencia pudieran tener efecto sobre las vocalizaciones y el éxito
reproductivo (Bucio, 2012). Asi mismo se ha reportado que la morfometria
geomeétrica de la region cefélica de la rana Diaglena spatulata cambia de acuerdo
al grado de perturbacién del habitat (Orozco, 2012). Por lo que se espera que
este cambio en respuesta a la perturbacion se refleje también en la estructura de
las vocalizaciones al ser comparadas entre diferentes grados de perturbacion.
De tal forma que el presente estudio pretende establecer como modelo de
estudio a la rana verde de arbol Smilisca baudini para evaluar si las
vocalizaciones son estructuralmente diferentes bajo diferentes condiciones del
ambiente (sitios perturbados vs sitios conservados) y éstas vocalizacion tienen
relacion con la densidad neuronal y el tamafio de los nucleos cerebrales de las

areas APO y AM, asi como con la morfometria craneal.
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Capitulo | “Variacion morfolégica de laregién cefélica de S. baudinii en
estadios sucesionales contrastantes del Bosque Tropical Seco”

1.1. Introduccién

Diversos estudios enfocados a explicar lo que ocurre dentro de las
poblaciones animales concuerdan en que el ambiente es un factor determinante,
ya que este es el que provee los recursos necesarios (alimento, espacio, refugio,
etc.) a los individuos durante su desarrollo (Carabio, 2011). Por lo que se espera,
que aquellos individuos presentes en ambientes con altos grados de
perturbacion tengan un desarrollo diferente, asociado a las condiciones
particulares de cada sitio (Palacio y Rodriguez, 2007). Diversos estudios han
demostrado que la variacion en la calidad del habitat se refleja directamente en
los atributos morfolégicos de distintas especies (Castellano y Giacoma, 2000;
Gbomez-Hoyos y Gonzalez-Maya, 2014). Encontrandose normalmente individuos

de mayor talla en las zonas favorables.

Para el caso de los anfibios se ha documentado que la perturbacion del
hébitat modifica el tipo y la calidad de recursos (Cortés-Goémez et al., 2013). En
consecuencia, esta variacion en la disponibilidad y calidad de los recursos podria
tener un efecto sobre las poblaciones, en particular sobre su morfologia (Orozco,
2012). Recientemente se ha demostrado que las poblaciones de anfibios de
sitios perturbados son morfométricamente distintos a los de sitios conservados,
con cabezas mas redondeadas en los sitios conservados (Orozco, 2012; Gomez-
Hoyos y Gonzales-Maya, 2014), sin embargo estos resultados no han
demostrado ser definitivos, ya que existe muy poca informacién previa que

sustente estos resultados.

En este sentido, la morfometria geométrica que tradicionalmente se ha
empleado para identificar taxondmicamente a las especies con base en
caracteres poco variables, se ha convertido en una herramienta que ayuda a
cuantificar dicha variacion en términos de forma y tamafio, permitiendo comparar
las poblaciones provenientes de diferentes héabitats (Baraquet et al., 2012). Este
meétodo ha permitido asociar la forma de regiones corporales con el tipo de
habitat, por lo que para el caso particular de los anfibios puede ser una



herramienta eficiente, que refleje el efecto de las condiciones del habitat en
donde se desarrollan los individuos. Para la regiébn de Chamela, Jalisco, se ha
documentado a partir del uso de la morfometria geométrica que la forma de la
region cefélica de la rana arboricola D. spatulata tiende a formas triangulares en
hébitats perturbados, mientras que en habitats més conservados la tendencia es
hacia formas circulares (Orozco, 2012). Por lo que podria esperarse que
especies simpatricas y filogenéticamente relacionadas respondan de manera
similar a la perturbacién del habitat. El presente estudio tiene como objetivo
evaluar mediante el uso de la morfometria geométrica si la rana verde de arbol
S. baudinii también presenta variacion morfologica de la region cefalica asociada

a la perturbacion antropogénica del habitat.

1.2. Materiales y métodos

1.2.1. Area de estudio

El presente trabajo se llevd a cabo dentro y fuera de la Reserva de la
Biosfera de Chamela-Cuixmala en el municipio de la Huerta, Jalisco. La reserva
se ubica al suroeste del estado en los 19°30’ N y 105°03’ O (Fig. 1) y tiene una
superficie aproximada de 13,142 hectareas, rodeada por ejidos dedicados
principalmente a actividades agricolas (INE, 2014). Presenta una altitud que
varia de los 0 msnm hasta los 500 msnm (DOF, 1994; Ceballos et al.,1999). La
regién presenta un clima tropical, calido sub-hiumedo de menor humedad, con
una marcada estacionalidad. La época de secas se presenta en los meses de
noviembre a junio, con algunas lluvias ligeras o fuertes en diciembre y enero, y
la época de lluvias durante los meses de julio a octubre. La precipitacion
promedio anual oscila entre 748 mm en la region Chamelay 782 mm en la region
Cuixmala, la temperatura promedio anual es de 24.9° C con una minima
promedio de 22.4°C y maxima promedio de 27.3°C (Ceballos et al., 1999). La
vegetacion cercana a la costa esta compuesta por manglar, manzanillera,
vegetacion riparia, carrizal, vegetacion acuatica, vegetacion de dunas costeras y
pastizales, el resto por selva baja caducifolia y en menor proporcion selva
mediana subperenifolia (DOF, 1994; Ceballos et al.,1999). Siendo estos ultimos

los componentes principales de la reserva.



Dentro de la reserva se han registrado un gran numero de taxa. De estos
444 especies son vertebrados terrestres y 110 de vertebrados acuéticos
(Orozco, 2012). Para el caso especifico de la herpetofauna, se han registrado 19
especies de anfibios y 65 de reptiles, las cuales pertenecen a 12 géneros, 5
familias de anfibios y 56 géneros y 22 familias de reptiles, lo que corresponde al
8.4% de la herpetofauna mexicanay al 19% de las 444 especies de vertebrados
registrados para la zona (Flores Villela, 1991; Smith y Smith, 1993; Ramirez
Bautista, 1994; Garcia y Ceballos 1994; Garcia y Valtierra, 1996a; Garcia y
Valtierra, 1996b). Las principales actividades que se realizan en la zona de
influencia de la reserva, son la agricultura y ganaderia, ademas de aquellas
destinadas al turismo (Garcia y Ceballos, 1994). Dentro de las actividades
agricolas se cultivan diversas frutas y legumbres como papaya, platano, mango,
sandia, meldn, calabaza, maiz, coco, sorgo, cebolla, chile y frijol (Ceballos et al.,
1999).

A. PUERTO VALLARTA W N
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Figural. Ubicacion geografica de la Reserva de la Biosfera Chamela-Cuixmala (RBCHC).

1.2.2. Seleccién de los sitios de muestreo

El estudio se llevo a cabo en la selva baja caducifolia de la region de
Chamela, Jalisco en sitios ubicados dentro y fuera de la Reserva de la Biosfera

Chamela-Cuixmala. Fuera de la reserva se seleccionaron tres sitios con



perturbacion antropogénica (PA) y tres sitios dentro de la Reserva en el bosque
maduro (BM).

1.2.3. Colecta de organismos

Para el muestreo de los organismos se realizaron recorridos nocturnos
durante la temporada de lluvias, de agosto a septiembre del 2014 y de agosto a
septiembre del 2015. El muestreo se realiz6 mediante el método de blusqueda
intensiva por encuentro visual en cada una de las tres replicas correspondientes
a cada tratamiento, hasta tener una muestra minima de 15 organismos por
tratamiento.

Unicamente se muestrearon y recolectaron machos adultos que se
encontraron vocalizando. Cada vez que un organismo fue localizado, éste se
capturd, fotografié, se pes6 con una bascula analitica digital y se midié con un

vernier digital con una precisién de 0.02 mm.

1.2.4. Obtencion de imagenes

A cada individuo capturado se le tomé una fotografia digital de alta
resolucion que sirvio de base para los analisis morfométricos. La obtencion de
imagenes se realiz6 con una camara de alta resolucién marca Panasonic®,
modelo Lumix FZ-40 de 14.1 mega pixeles, la cual fue colocada sobre un soporte
universal evitando asi errores causados por el movimiento. Ademas todas las
fotografias fueron tomadas a la misma altura sobre una hoja de papel milimétrico
y con una etiqueta que incluy6 el nimero de individuo y el sitio de colecta.

1.2.5. Procesamiento de imagenes

De acuerdo con el método propuesto por Orozco (2012), las fotografias
se procesaron con el programa MakeFan (Sheets, 2001), el cual permite colocar
lineas radiales a intervalos de espacio igual sobre la fotografia.

Una vez que las fotografias fueron procesadas, se colocé un abanico
sobre la region cefélica. Las imagenes se almacenaron en carpetas como archivo
tps mediante el programa tpsUTIL, las cuales se cargaron en el programa tpsDig

(Rohlf, 2010), donde se llevé a cabo la colocacién de los puntos anatémicos y se
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determinaron los puntos homélogos de la region cefalica de S. baudinii (Cuadro

1, Fig. 2).

Cuadro 1. Descripcibn y numeracion de los puntos anatémicos (landmarks y

semilandmarks) de la region cefalica de S. baudinii.

Numero de landmark Descripcion

1

2,8

6,12

7,13
3,4,5,9,10,11

Landmark localizado entre las narinas en la region
supra labial de la cabeza.

Landmarks ubicados sobre las narinas.
Landmarks localizados sobre la regidon éptica posterior.

Landmarks sobre la region timpanica anterior

Semilandmarks sobre la curvatura de la cabeza en la
region supra labial

Figura 2. Landmarks y semilandmarks ubicados en la region cefalica de Smilisca baudini.

Después de determinar los puntos homaologos, estos, se alinearon con el

método de superposicidn de Procustes, el cual consiste en otorgar un valor

cartesiano a cada punto para la determinacion de landmarks y semilandmarks.

Este andlisis se basa en un enfoque multivariado que permite analizar las

configuraciones geomeétricas mediante la suma de minimos cuadrados. Para el
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analisis de la variacion morfolégica de la region cefalica se realizaron gradillas
de deformacion por tipo de hébitat. Posteriormente con las coordenadas
geométricas dadas por la superimposicion de procustes para cada individuo, se
aplicé un analisis de funcion discriminante mediante el paquete estadistico JMP
9.01 (SAS Institute 2010), el cual permite clasificar la variacion formando grupos
(BM y PA) se compar6 la forma de la region cefélica para ambas poblaciones
(Menéndez y Pérez, 2011; Orozco, 2012). Para evaluar si la forma de la region
cefalica de S. baudinii esta asociada al tamafio se realiz6 una regresion multiple
entre las coordenadas de forma y de tamafio de la region cefalica de S. baudinii
(JMP 90.01; SAS Institute 2010). Para probar diferencias en la longitud hocico
cloaca (LHC), peso (Pgr) y tamafio de la region cefalica (TRC) medido con el
meétodo de superposicion de Procustes se utilizaron pruebas de t de studens para

muestras pareadas con el paquete estadistico IMP 9.01 (SAS Institute, 2010a).
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1.3. Resultados

Se obtuvo una muestra de 33 organismos fotografiados, 15 del BMy 18 de
zonas con PA. Se observo que tanto en el Pgr como en la LHC los individuos de
zonas con PA y del BM fueron diferentes. El Pgr promedio de los individuos del
BM=16.3090+3.48771gr y el Pgr promedio de los individuos de zonas con
PA=13.9412+2.91742gr (p=0.0241; Fig.3a) y la LHC promedio del BM=
62.40£3.86mm y PA= 59.23+ 3.39mm (p= 0.0103; Fig. 3b). No se observaron
diferencias entre los individuos del BM y los sitios con PA en la forma de la region
cefalica de acuerdo con la Superimposicion de Procustes (Fig. 4a), aunque las
gradillas de deformacion mostraron que los landmarks con mayor variacion son

los que se encuentran ubicados en las narinas (Fig. 4b).
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Figura 3. (a) Pgr y (b) LHC en mm de S. baudinii entre ambientes conservados y perturbados.
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que muestra la magnitud y direccion de la variacién de cada marca establecida.

El analisis de funcién discriminante mostré una diferencia marginal en la
forma de la region cefalica entre los individuos de sitios con PA y los individuos
del BM (p= 0.0536; Fig. 5). Sin embargo el tamafio de la regién cefalica de S.
baudinii si mostré diferencias significativas al ser comparada entre los dos
tratamientos BM=27.94+ 3.4 y PA=24.75+ 2.02 (p=0.0011; Fig. 6).
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El analisis de regresion lineal entre el tamafio y la forma de la region
cefélica de S. baudinii mostré una relaciéon negativa dando una R?=0.166845 con
una p= 0.0183 que responde a la siguiente ecuacion: Forma= -0.3024 -
0.0048673*TRC (Fig. 7).

TRC

Figura 7. Analisis de regresion entre las coordenadas de forma y el tamafio de la region cefalica

de S. Baudinii.
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1.4. Discusién

La forma de los organismos ha resultado ser un buen pardmetro para
evaluar el efecto del estrés ambiental al que se enfrentan durante su desarrollo
(Cano, 2011; Orozco, 2012; Rodriguez et al., 2013). Se ha documentado que
cuando las poblaciones se enfrentan a condiciones desfavorables del ambiente
puede ocurrir variacion en la forma de la cabeza de los individuos (Gonzalez et
al., 2011; Lazick et al., 2015; Sholts et al., 2015). La cabeza esté involucrada en
multiples y relevantes actividades ecolégicas y sociales como la alimentacion,
cortejo, defensa del territorio y uso de habitat (Kaliontsopoulou et al., 2012) por
lo que es un blanco facil de seleccion (Lazi¢ et al., 2015). En el caso de la rana
S. baudin los resultados de este estudio mostraron que existe una diferencia
marginal en la forma de la cabeza entre los individuos del BM y los individuos de
los sitios con PA. Esta diferencia marginal se debe a un individuo de los sitios
con PA que presenta caracteristicas similares a los del BM, ya que al excluirlo
del andlisis de funcidn discriminante se observan diferencias significativas y dos
grupos bien definidos (P=0.0017). Por lo que nuestros resultados concuerdan en
parte, con lo reportado por Orozco (2012) para la misma region de Chamela,
Jalisco, quién al evaluar el efecto de los estadios sucesionales del Bosque
Tropical Seco (BTS), encontré6 que las hembras de Diaglena spatulata
presentaron variacion morfolégica en la regién cefalica entre los estadios
sucesionales del BTS, con un mayor ensanchamiento hacia la regién posterior
de la cabeza (implicando un tamafio mayor de la cabeza), conforme se avanz6
en los afos de abandono del bosque. Este mismo patron se observéd en el
presente estudio, ya que los individuos de S. baudini también presentaron
cabezas mas redondas y grandes en el BM. De acuerdo con el mismo autor, la
variacion en la forma y tamafio de la cabeza puede ser resultado de la plasticidad
fenotipica de las especies. Por ejemplo se ha reportado un alto grado de
plasticidad fenotipica en larvas de anfibios expuestas a diferentes gradientes de
coberturas de dosel (Buskirk, 2009). Ademas de presentar cabezas mas grandes
y redondas en el BM, los individuos de S. baudinii también presentaron mayor
tamafio y peso que los individuos de sitios con PA. De acuerdo con Lazick et al.
(2015) conforme los individuos se vuelven mas grandes, su forma cambia de

acuerdo con ciertas reglas alométricas, por lo que factores ambientales como la
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temperatura o nutricion, pueden directamente afectar el crecimiento, causando
alteraciones en las trayectorias alométricas que pueden manifestarse en la
relacion entre tamafio y forma, lo cual podria servir como una medida de
inestabilidad en el desarrollo (Pfennig, 1990; Alvarez y Nicieza, 2002). Se ha
reportado que la calidad y disponibilidad de los recursos varia entre zonas
conservadas y zonas perturbadas, y que en etapas larvarias esta variacion es un
factor determinante en la talla a la que se metamorfosean los anuros (Pfennig,
1990). Debido a que los organismos de los sitios con PA fueron de menor tamafio
y peso que los del BM podria ser que estas diferencias se deban a la variacion
en la calidad y disponibilidad de recursos que hay entre los dos tratamientos. En
este sentido, una explicacion probable de las diferencias observadas en la talla
y peso de los organismos entre los tratamientos, es que el volumen de las
charcas y la velocidad de desecacion alteren el tiempo a la metamorfosis y en
consecuencia la talla y peso de los metamorfos (Pacheco y Garcia, 2014; Fan et
al., 2014), ya que el desarrollo de los anfibios en areas con estacionalidad
marcada esta directamente relacionado al ciclo hidroldgico de la regién, siendo
la estacionalidad de los cuerpos de agua un factor determinante (cuerpos de
agua de larga temporalidad vs cuerpos de agua de corta temporalidad), por lo
gue aquellos organismos que nacen en charcas de corta temporalidad tenderan
a desarrollarse en menor tiempo y con menor tamafio (Denver et al., 1998;
Kiesecker y Skelly, 2001). Por lo que, en el caso de los cuerpos de agua de los
sitios con PA que estan expuestos a una mayor incidencia de luz solar podrian
evaporarse mas rapidamente, reduciéndose a mayor velocidad el volumen y el
tamafio de las charcas, comprometiendo en consecuencia, el tamafio de las
larvas a cambio de la supervivencia y teniendo como resultado una metamorfosis
prematura y organismos de menor talla (Maciel y Junca, 2009; Montealegre,
2013). Los cambios observados tanto a nivel de peso y talla de los organismos,
asi como en la forma y tamafio de la cabeza entre los individuos de los sitios con
PA y los sitios de BM resultan interesantes ya que podrian estar indicando que
la plasticidad fenotipica que presenta esta especie puede estar favoreciendo su
presencia en los sitios perturbados, ya que estudios previos en la misma zona de
estudio la reportan como una especie con mayor abundancia en los sitios

perturbados que en el BM (Suazo-Ortufio et al. 2018, Suazo-Ortufio et al. 2015).
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1.5. Conclusiones

Los organismos de mayor talla y peso se encontraron en el BM, asi como
los que presentaron cabezas mas grandes y redondeadas. Las diferencias al
comparar la LHC, el Pgry el tamafio de la region cefalica de S. baudinii entre las
zonas de BM y las zonas con PA pueden ser un reflejo de la diferencia en la
calidad del habitat entre los dos tratamientos. Al excluir del analisis el organismo
perteneciente a las zonas con PA que presenta atributos caracteristicos del BM,
la morfometria craneal para la especie de estudio resulté ser un buen indicador
de la condicién del hébitat, mostrando dos poblaciones morfoldgicas bien
definidas y con pocos organismos mal clasificados. Adicionalmente la relacion
gue se encontro entre el tamafio de la region cefélica y la forma de la cabeza

sugiere que la forma de esta regidon esta también influenciada por el tamafio.
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Capitulo Il “Variacion de los nucleos cerebrales encargados de las
vocalizaciones en Smilisca baudinii bajo estadios sucesionales

contrastantes”

2.1. Introduccién

Todos los individuos de una comunidad, independientemente de la especie
ala que pertenezcan, estan siempre en contacto con el medio en el que habitan,
este, no solo les proporciona el espacio fisico en donde llevar a cabo sus ciclos
vitales, sino que también involucra las interacciones con otras especies, lo que
les permite completar su ciclo de vida (Gomez, 2012). Por lo que se considera,
que el habitat ejerce una fuerte influencia sobre los individuos. Los cuales reciben
las sefales externas del medio, las interpretan y responden a ellas (Carabio,
2011; Gomez, 2012). Una vez gque los individuos han tomado las sefales del
medio, estos, a través del sistema endocrino y mediante sefiales neuronales y
quimicas, las interpretan y traducen, posteriormente responden a dicha sefial
(Gonzalez-Moran, 2005).

En el caso de los anfibios, particularmente la rana pico de pato (D.
spatulata), se ha demostrado que existe una fuerte relacion entre la condicion
del habitat y la densidad y tamafio de las células presentes en el area predptica
hipotalamica y la amigdalina medial, regiones cerebrales asociadas a la emision
de vocalizaciones (Bucio, 2012). Al estar estos centros neurales fuertemente
asociados a la maduracién sexual y al comportamiento reproductivo (Prieto-
Gbomez y Veladzquez-Paniagua, 2002), cambios en el nacleo amigdalino medial y
el area predptica hipotalamica pueden tener efectos directos sobre la adecuacion
de los individuos ya que dichos cambios podrian permitir que aquellos
organismos con centros neurales de mayor tamafio o con mayor densidad

neuronal, presenten conductas reproductivas mas complejas.

Durante varias décadas se pensaba que el cerebro Unicamente sufria
cambios durante su desarrollo, sin embrago las investigaciones recientes han
demostrado la plasticidad neuronal del cerebro como un hecho presente durante
todo el ciclo de vida de los organismos, siendo, cualquier experiencia o

conocimiento nuevo adquirido causante de nuevas conexiones neuronales
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(sinapsis neuronal) (Bisazza et al., 1998; Kolb et al., 2003). Por lo que algunos
factores de estrés, como pueden ser cambios en el ambiente social o fisico,
cambios en la dieta o inclusive el aumento de depredadores pueden tener
efectos en la sinapsis neuronal; por lo que el cerebro y aun mas las conexiones
neuronales, se encuentran siempre en funcién de los cambios de los factores
externos, en este sentido no solo la sinapsis se podria verse afectada, sino que
también el comportamiento de los organismos puede cambiar (Bisazza et al.,
1998; Kolb et al., 2003; Moreno y Gonzales, 2006).

Uno de los principales nucleos cerebrales encargado de traducir las
sefales del medio externo y que exhibe un alto grado de plasticidad, es el
complejo amigdalino (CA), ubicado en los Iébulos temporales, el cual forma parte
del sistema limbico (Roden et al.,2005; Moreno y Gonzélez, 2007). A este
complejo también se le conoce como el centro de las emociones y del
aprendizaje y su importancia no solo recae en gque es el encargado de traducir
las sefiales del medio recibidas por el organismo, sino que ademas de esto
también se encarga de modificar el comportamiento del organismo en funcién de
dichas sefales (Prieto y Velazquez, 2002). Sin embargo, al ser un sistema
complejo, este esta conformado por varios nucleos, los cuales son estructural y
funcionalmente diferentes entre si (Roden et al.,2005). Para el caso de los
anfibios, particularmente los anuros, este complejo se divide en tres nucleos (Fig.
2), siendo en comparacion con otros tetrapodos actuales, uno de los complejos
estructuralmente mas simples. Los nucleos que conforman el CA en orden desde
una vista antero-posterior, de acuerdo con la nomenclatura dada por Roden et
al. (2005) y Moreno y Gonzéalez (2006) son el Nucleo Amigdalino Central (AC)
que es él codificador de la informacidén proveniente del resto de los ndcleos
amigdalinos, los cuales en suma modulan el comportamiento de los organismos
(Fig. 1A); el Nucleo Amigdalino Medio (MA) que estéa fuertemente conectado con
el hipotalamo, particularmente a los nucleos encargados del comportamiento
reproductivo y defensivo (Fig. 1B); y el Nucleo Amigdalino Lateral (LA) que es el
mejor sensor de la informacion proveniente del AC y AM, asociado al

comportamiento emocional de los organismos (Fig. 1B).
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Por otro lado no solo el CA funge como regulador del comportamiento
reproductivo, ya que debido a que este comportamiento para el grupo de los
anuros, esta determinado durante la época reproductiva y se da tipicamente
mediante la emision de vocalizaciones por parte de los machos, todos aquellos
ndcleos cerebrales que participen en la ruta singptica de las vocalizaciones
estaran forzosamente involucrados en el comportamiento reproductivo de los
machos (Prieto y Velazquez, 2002; Dominguez et al., 2015). En este sentido,
ademas del CA, existen otros cuatro ndcleos asociados al comportamiento vocal
en anuros (Fig. 2) y estos son: a) Area Pre-6ptica Hipotalamica(APO) que es una
region cerebral localizada entre el Tectunm Optico, el Nucleo Itsmo y la
Formacion Reticular (Urano, 1984; Roden et al.,2005) (Fig. 1B). Para muchas
especies de vertebrados esta region estd fuertemente asociada al
comportamiento sexual, en el caso de los anfibios esta directamente asociada al
comportamiento vocal de los machos durante la época de reproduccion y la
eleccion de pareja. Se ha demostrado que esta regidbn cerebral es
particularmente sensible al aumento de la testosterona, hormona secretada
principalmente por los machos durante la etapa reproductiva, o que provoca las
llamadas de cortejo y la competencia vocal entre los machos, a través de la sobre
excitacion de la sinapsis neuronal que comienza en la parte anterior del APO
(Prieto y Veldzquez, 2002; Dominguez et al., 2015); b) Talamo, region cerebral
interpuesta entre el tallo cerebral y los hemisferios cerebrales, separada del
hipotalamo por el surco tdlamico (Roden et. al, 2005) (Fig. 1 C y D). Asociada a
la regulaciéon del ciclo circadiano y la maduracién sexual (Neary y Wilczynski,
1977; Sherman y Guillery,2001; Sherman, 2005; Roden et al., 2005); c) Nucleo
Para-Branquial (PB), que forma parte del sistema nervioso autbnomo, encargado
de las funciones involuntarias de los organismos, asociado con la actividad
respiratoria (Paxinos et. al, 2012), este nucleo cerebral puede presentar
hipoplasia neuronal (bajo nimero de neuronas) por dos razones, desarrollo
anormal prenatal del nicleo o por muerte neuronal ocasionada por factores de
estrés, de presentar hipoplasia en este nucleo el organismo tendra deficiencias
respiratorias, para los anuros el canto depende directamente de la cantidad de
aire que pueda inhalar un macho, un macho con deficiencias respiratorias, tendra
deficiencias vocales (Lavezzi et. al, 2004; Gillooly y Ophir, 2010). Este nucleo se
divide en dos regiones importantes, el nucleo para-branquial lateral y nucleo
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para-branquial medial, ambas regiones reciben, traducen y envian las sefiales
que controlan la actividad respiratoria. Ubicado entre el tectum Optico, el Nucleo
istmo y la formacion reticular (Roden et al., 2005; De la Torre , 2006) (Fig. 1E) y
d) las Neuronas motoras de los nucleos IX y X que son centros medulares que
accionan y controlan los musculos faringeos y laringeos, en anuros asociados a
la emisiébn de vocalizaciones y activados principalmente por aumentos de
testosterona, hormona reguladora de la madurez sexual, estos centros son en
realidad nervios ubicados en la medula espinal del tallo cerebral y representan
la etapa final de los relevos sinapticos en la emisién de vocalizaciones (Kelley,
1980) (fig. 2).

Debido a que en un estudio previo realizado en la misma regién de
Chamela, Jalisco se evaluaron el Ntcleo Amigdalino Medio (MA) y el Area Pre-
Optica Hipotaldmica (APO) de la rana Diaglena spatulata para evaluar la relacién
entre la densidad y tamafio de las células presentes en estas dos regiones y a
que tanto el MA como el APO estan asociadas con el comportamiento sexual y
en el caso de los anfibios el APO esta directamente asociada con el
comportamiento vocal de los machos. El presente estudio tuvo como objetivo
evaluar la variacion de los nucleos cerebrales encargados de las vocalizaciones
en la rana Smilisca baudinii entre sitios con perturbacién antrépica del habitat y

sitios conservados del Bosque Tropical Seco.
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500 MICRAS

Figura 1. Regionalizacién cerebral de los nucleos asociados a las vocalizaciones en anuros, AC:
Nucleo amigdalino central; MA: Amigdalino medio; LA: Amigdalino lateral; APO: Area pre-6ptica

hipotalamica TH: Talamo y PB: Nucleo para-branquial.
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Figura 2. Ruta sinaptica de los centros neuronales que controlan el comportamiento vocal en
anuros machos, CA: Nucleo amigdalino central, MA: Nucleo amigdalino medio, LA: Nucleo
amigdalino lateral, APO: Area pre-6ptica hipotalamica, PB: Nucleo parabranquial y IX & X:

Neuuronas motoras de los ntcleos IX & X.
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2.2. Materiales y métodos

Para evaluar el efecto del habitat sobre el desarrollo de las células de los
ndcleos cerebrales encargados de las vocalizaciones en anuros, se realizé una
salida durante la época de lluvias, de Agosto a Septiembre de 2014.
Posteriormente se recolectaron 5 ejemplares de S. baudinii para el BM y 5 para
el area con PA. Los ejemplares recolectados fueron pesados, medidos y
sacrificados en laboratorio, posteriormente se les realizé una incision sagital en
el craneo y se colocaron en frascos de plastico que contenian una solucién
amortiguada de paraformaldehido (4%). Los cerebros de cada individuo fueron
disecados pesados, medidos y transferidos a una solucién amortiguada de
sacarosa (30%), para posteriormente ser congelados en tissue-tek a -25°C.

Una vez congelados, los cerebros fueron cortados obteniendo rebanadas
de 30um, cada rebanada fue colocada sobre porta objetos recubiertos de
gelatina y tefiida con violeta de cresiol durante 10 minutos. Posteriormente estas
fueron deshidratadas en una serie ascendente de etanol, aclaradas y montadas
en Cytoseal 60 para poder ser observadas y fotografiadas mediante el uso de un
microscopio de campo claro (Leica DM3000) y la camara digital Leica
DFC310FX.Las imagenes obtenidas fueron analizadas con el programa ImageJ
(Kizic y Borovac, 2001), con el que se compar6 la densidad de neuronas del
nacleo amigdalino medial (AM) y del area predptica hipotaldmica (APO)
(Principales nuacleos cerebrales encargados de las vocalizaciones en anuros),

asi como el tamarfio de ambos nucleos.

2.2.1 Tamafo y densidad neuronal

Una vez caracterizadas las regiones cerebrales donde se localizan los
nacleos AM y APO se numerd cada uno de los cortes realizados para cada
individuo de ambas regiones, posteriormente mediante un sorteo aleatorio se
selecciond un corte por individuo por nucleo. Cada corte fue fotografiado a una
resolucion de 4x para medir el tamafio del nucleo y de 10x para cuantificar la
densidad neuronal, tomando en cuenta tanto el hemisferio derecho como el

izquierdo.
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APO: Nucleo facilmente distinguible, ubicado en el telencéfalo (Fig. 2), se
encuentra rodeando el tercer ventriculo de forma ovalada muy alargada y en
posicion vertical (Fig. 1A)

AM: Nucleo localizado entre los ventriculos laterales y el tercer ventriculo,

tiene una forma eliptica casi redonda facil de observar y diferenciar (Fig. 1B)

all

Figura 3. Imagenes tomadas del APO y AM con una resolucion de 10x barra de escala de 50
ubicada en la esquina inferior derecha. a: Imagen del APO dentro del contorno negro y rodeando
el tercer ventriculo. b: Imagen del AM dentro del contorno neg6 por debajo del ventriculo lateral

derecho.

Una vez seleccionados los cortes para cada nucleo cerebral, estos fueron
fotografiados y divididos en 6 secciones de 200 x 200y, cada una de las cuales
tenia un total de 16 cuadros de 50 x 50u (Fig. 3) los cuales estaban numerados
de la misma forma para cada seccion (1-16 a, 1-16 b...1-16-f). De cada seccion
se seleccionaron, mediante un sorteo aleatorio, cuatro cuadros en los que se
midi6 densidad neuronal, Unicamente se excluyeron aquellos cuadros que

guedaban totalmente fuera del nicleo o dentro del tercer ventriculo.
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Figura 4. a) Imagen del APO b) imagen del AM ambas con gradillas de sorteo para cuantificar
densidad neuronal de 400 x 600u a 10x.

Para medir el tamafio del nacleo, las fotografias tomas se procesaron con
el programa ImageJ (Kizic y Borovac, 2001), el cual, mediante escalas
predeterminadas, cuantifica las distancias del punto a al b por lo que se pueden
trazar lineas, en este caso el perimetro de cada nucleo y calcular el area exacta
del mismo, para el caso del APO se excluye el area del tercer ventriculo

Los datos obtenidos fueron almacenados en hojas de calculo de Excell y
posteriormente analizados mediante el programa JMP 9.01 (SAS Institute,
2010a).

Debido a que el tamafio de muestra fue pequefio (n=5*ratamiento) los
datos obtenidos se compararon con pruebas de t para muestras pareadas,
cuando presentaban distribuciébn normal, y se corrobor6 el resultado con la
prueba no para métrica de Wilcoxon/ kruskal Wallis, para aquellas muestras que
no presentaron dicha distribucion, los datos fueron comparados Unicamente con
esta segunda prueba. Se utilizé una prueba de Bartlett para las varianza de cada

poblacié.
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2.3. Resultados.

2.3.1. Area Predptica Hipotalamica (APO)
Nucleo de menor tamafio que el AM con un tamafio de 99563.7289

+29853.360p2 (Tabla 1).

Cuadro 1. Promedios de tamafio de los nucleos y de la dencidad neuronal, entre el BM y
el PA. Den.AM= Densidad neuronal de la amigdala medial en 50u2, Den.APO= Densidad

neuronal del rea preoptica hipotalamica en 502

Condicion Den. AM Den. APO Tamafo APO y? Tamafio AM P2

10 10 99563.7289 237355.8283
(£1.751)  (+1.947)  (+29853.360)  (+92138.662)
o 9.8 9.6 86191 222252
(£1.789)  (+1.949) (£37672.5) (£117714)
10.6 9.8 112936 252460
A (£1.817)  (+2.168) (+11788.1) (£68370)

En los resultados obtenidos no se observaron diferencias significativas
entre el tamafio del nicleo de cada condién (Tabla 1), BM= 86191 +37672.52,
PA=112936 +11788.1u2y una Chi?= 0.2506 (Fig. 13a). La prueba Bartlett mostr6
gue as varianza de cada poblacion difieren significatiovamente entre si, siendo
mayor en el BM, BM=37672.5, PA=11788.1 y una pBartlett= 0.0456*

Al igual que el tamafio del APO, tanto el BM como el PA presentaron la
misma densidad de neuronas (Tabla 1) BM= 9.6 £1.949 neuronas*50u2, PA=9.8
+2.168 neuronas*50u2 con una p= 0.559 (Fig. 13b)
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Figura 5. a) Area total del APO donde se observa la diferencia en la varianza para cada condicion

y b) densidad de neuronas del APO por cada 50p2.

2.3.2 Nucleo Amigdalino Medial (AM)

Este nucleo, es de mayor tamafio que el APO (Tabla2), presenta un tamafio
promedio de 237355.8283 £92138.662 2. Los resultados obtenidos no muestran
ser significativamente diferentes entre las poblaciones, con un area promedio
para el BM= 222252 +117714 p? y para el PA= 252460 683702 con una
P=0.6819 (Fig.a). En términos de densidad neuronal, tampoco se observaron
diferencias significativas entre los tratamientos teniendo para el BM= 9.6 +1.949
neuronas*50u2 y para el PA=9.8 +2.168 neuronas*50u2 con una Chi?= 0.5192
(Fig. 14b)
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2.4 Discusion

A pesar de que no se encontraron diferencias significativas para el nucleo
AM ni para el APO, existen numerosos trabajos que han demostrado el efecto
del habitat sobre el desarrollo neuronal de los organismos, principalmente en
edades tempranas del desarrollo (etapas larvales o antes de eclosionar) (Nowicki
et al., 1998; Prieto y Velazquez, 2002; Nowick et al., 2002; Lavezzi et al., 2004;
MacDonald et al., 2006). Los eventos estresantes pueden ocasionar la muerte
neuronal y en consecuencia disminuir la densidad neuronal del AM y APO. Por
otro lado, los eventos estresantes no solo pueden manifestarse en la muerte
neuronal, sino que también pueden ocasionar atrofia neuronal al reducir
drasticamente la capacidad sinaptica de las neuronas reduciendo el numero y el
tamafo de las dendritas que realizan dicha funcion (Hebb, 1949; Urano, 1984;
Hunter, 2005), aunque en este estudio no se evallo si ocurre algun tipo de atrofia
neuronal en respuesta a la perturbacién del habitat. Los resultados de este
estudio podrian indicar que el estrés que ejerce el ambiente en las dos
condiciones del habitat estudiadas no comprometen la organizacion de los
circuitos neuronales, aunque el Nucleo Amigdalino Medial (AM) podria estar
relacionado con la complejidad de la llamada de anuncio de S. baudinii (ver

capitulo 111).

2.5 Conclusiones

Tanto el tamafio del nacleo amigdalino medial como su densidad neuronal
no respondieron al efecto del tratamiento, siendo igual tanto en el BM como en
las zonas con PA. De la misma forma ocurre para el area preodptica hipotaldmica.
Es probable que el tamafio de muestra sea pequefio para realizar comparaciones
entre los tratamientos, asi como aplicar herramientas que permitan determinar
el tamafio y el nimero de dendritas de las neuronas de cada tratamiento (como
son el estudio de Golgi), con el fin de poder evaluar si el habitat esta actuando
en términos de densidad neuronal, en el tamafio de las neuronas o en ambos

sentidos.
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Capitulo 11l “Estructura de la llamada de anuncio de la rana verde de arbol
(Smilisca baudinni) en estadios sucesionales contrastantes y su relacion
con cambios morfolégicos de la cabeza, la densidad neuronal y el tamafio

del area Predptica Hipotalamica y de la Amigdala Medial"

3.1. Introduccion

Uno de los mecanismos mas usados por la mayoria de las especies de
vertebrados terrestres para comunicarse con individuos de su misma especie y
entre especies diferentes, es la emision de sonidos. Estas sefiales acusticas
forman parte de lo que se conoce como comunicacion auditiva. Esta juega un
papel sumamente importante para una gran cantidad de especies,
principalmente de aves y anfibios (anuros), las cuales usan sus vocalizaciones
de diversas formas, entre ellas para la busqueda de pareja, delimitar territorio e
incluso para advertir de posibles depredadores (Augusto, 2007; Araya y
Barrantes, 2013; Escalante, 2013).

En el caso particular de los anuros, las vocalizaciones tienen el papel
principal durante la época de reproduccion para atraer a la hembra al sitio de
percha de los machos, al mismo tiempo que delimita el territorio del macho que
la emite (Ludwing, 1996; Augusto, 2007). A este tipo de sefial acustica se le ha
denominado llamada de anuncio (Sullivan y Wagner, Jr., 1988; Cocroft y Ryan,
1995; Ryan et al.,, 1996; Castellano y Giacoma, 2000; Doty y Welch, 2001,
Gerhadt, 2005).

Al ser la llamada de anuncio una caracteristica especie especifica, es decir,
gue es Unica para cada especie, también funciona como una barrera para evitar
el entrecruzamiento de especies (Cocrft y Ryan, 1995). Por lo tanto, cualquier
cambio en su estructura puede tener consecuencias directas en la adecuacion
de los individuos (Rojas y Escobar, 2011). Casos como el de Diaglena spatulata
han demostrado que el grado de perturbacion del habitat provoca cambios
morfoldgicos, donde sobresalen aquellos que evaltan la forma y el tamafio de la
cabeza de los individuos (Orozco, 2012) y fisiol6gicos entre los que destacan el
cambio en la densidad y el tamafo de las células, de aquellas regiones

cerebrales asociadas a la emision de las vocalizaciones (Bucio, 2012).
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De tal manera que los cambios morfolégicos pueden estar afectando la
estructura de las vocalizaciones en los anuros, debido a que la formay el tamafio
de la boca determinan la frecuencia con la que se puede emitir un sonido, ranas
con cabezas grandes emitirAn cantos con frecuencias graves y ranas con
cabezas pequefias emitirdn cantos agudos (Cocroft y Ryan, 1995; Castellano y
Giacoma, 2000). Asi mismo los cambios en la densidad y el tamafio de las
células del area preoptica hipotalamica y amigdalina medial, regiones asociadas
a la maduracion sexual y la emision de llamadas de anuncio (Kelly, 1980; Prieto-
GOmez y Veladzquez-Paniagua, 2002; Bucio 2012), pueden determinar la
capacidad para emitir lamadas mas complejas, o de mayor duracion, por lo que
podemos esperar que aquellas ranas que presenten centros neurales de mayor
tamafio y con mayor densidad neuronal, emitan llamadas de anuncio mas
complejas. Por lo anterior, el presente trabajo tiene como objetivo evaluar la
estructura del canto de la rana verde de arbol (Smilisca baudinni) en estadios
sucesionales contrastantes y relacionarlo con la morfologia de la region cefalica,
asi como con la densidad neuronal y el tamafio del area predptica hipotalamica
y de la amigdalina medial, regiones asociadas a la maduracion sexual y a la

emision de llamadas de anuncio.

3.2. Materiales y métodos

3.2.1 Colecta de organismos

El estudio se llevo a cabo en el Bosque Tropical Seco (BTS) de Chamela,
Jalisco donde se seleccionaron sitios con estadios sucesionales contrastantes
(sitios con perturbacion antropogénica (PA) vs sitios de bosque maduro (BM),
teniendo asi dos tratamientos. Para cada tratamiento se establecieron tres
réplicas, parcelas pertenecientes al proyecto MABOTRO (Manejo de Bosques
Tropicales), por lo que se tuvieron tres parcelas en zonas con PA y tres parcelas
en el BM.

Una vez seleccionados los sitios de muestreo, la recolecta de los
organismos se llevo a cabo durante dos afos en la época de lluvias, de Agosto
a Septiembre 2014 y de Agosto a Septiembre del 2015, mediante el método de
busqueda intensiva por encuentro visual en cada una de las tres réplicas

correspondientes a cada tratamiento. Unicamente se muestrearon y recolectaron
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organismos adultos. Cada vez que un organismo fue localizado, se llev6 a cabo

la grabacion de las llamadas de anuncio.

3.2.2. Medidas Morfométricas

Para evaluar la diferencias entre la talla (LHC), el peso (Pgr), el factor de
condicion corporal (K) y tamafio de la region cefalica (TRC) de los organismos
entre los afos de muestreo (2014 y 2015) y entre los tratamientos (BM y PA),
con el uso del paquete estadistico IMP 9.01 (SAS Institute, 2010a), se realiz6 un
analisis de varianza (ANOVA) con dos factores (afio y tratamiento), con la Prueba
de Shapiro-Wilks. El factor de condicién se calculé mediante el indice de Fulton

(K) con la féormula K=w/svI® x 10° (Bancilia et al., 2010).

3.2.3. Descripciéon de la llamada de Anuncio de S. baudinii

Para analizar la estructura de la llamada de anuncio de S. baudinii y las
diferencias entre zonas perturbadas y el BM se llevd a cabo la grabacion y
analisis de estas. Se registraron las llamadas de anuncio de 15 individuos por
cada tratamiento (5 individuos por réplica), con el uso de un micréfono cardioide
(unidireccional) marca Behringer®, modelo B-5 y una grabadora marca Handy®,
modelo ZOOM-H4n con capacidad para grabar sonidos de hasta 15,000 Hz.
Todos los individuos grabados fueron recolectados, pesados, medidos y
fotografiados.

Las grabaciones fueron tomadas durante periodos de canto, estos fueron
determinados en campo dependiendo de los individuos. Para poder hacer la
comparacion de los cantos y poder aislar el canto de la especie de estudio los
cantos se grabaron a una distancia no mayor a 30 cm del individuo.

Las llamadas de anuncio fueron almacenadas en carpetas individuales por
punto de muestreo, con los siguientes datos: tratamiento (BM o zonas con PA),
sitio de colecta (nombre de la localidad) y el nimero de individuo.

Con el fin de eliminar el ruido ambiental, cada llamada de anuncio fue
depurada con el programa Raven Pro 1.5 (Bioacoustics Research Program,
2013), posteriormente fue aislada y recortada a una ventana de 350 ms (Fig. 1),

estas se almacenaron por individuo y por intervencion.
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Figura 1. Espectrograma de una grabacion realizada para un individuo macho de S. baudinii. A)

Grabacién completa y sin depurar a una ventana de 45s, consta de varios elementos (mdultiples

“wy

intervenciones), en la parte superior en el eje “y” se puede observar la amplitud de onda a través
del tiempo y en la parte inferior en el eje “y” se observa la frecuencia a través del tiempo. B)
Espectrograma de una intervencién competa, esta consta de varios cortes. C) Espectrograma de
un corte, donde se puede observar la duracion, frecuencia y amplitud.

Para caracterizar los componentes acusticos se utilizé la plataforma
estadistica R 3.0.0 (Urbanek et al., 2012), con el paquete Seewave 1.7.6 (Sueur
et al., 2014). Se obtuvieron 2049 cortes, 1106 pertenecientes al BM y 943 de los
sitios con PA. Los elementos analizados del canto fueron los siguientes (Barrio,

1965; Salas et al., 1998; Duré et al., 2003):

Amplitud: Representa el grado de movimiento de las moléculas de aire
en la onda, es una medida de presion. Cuanto mayor es la amplitud de la onda,
mas intensamente golpean las moléculas el timpano y mas fuerte es el sonido
percibido.

Frecuencia dominante (FD): Se define como aquella frecuencia que mas
se repite dentro del canto.

Frecuencia Media (Fu): Se refiere a la frecuencia promedio de cada
corte. También es utilizada como la FD.

Frecuencia de mayor amplitud (FA): Es la frecuencia que se da en la
mayor amplitud registrada, cuando el sonido es mas intenso.
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Frecuencia fundamental (FF): Es la frecuencia primaria, que indica la
nota emitida y se caracteriza por ser la frecuencia mas baja.

Numero de cortes: Se refiere al nimero de cantos que hay dentro de
cada intervencion.

Tiempo: Es la duracion en segundos de cada corte.

Para determinar la forma de la llamada de anuncio, se realiz0 un
espectrograma de frecuencia con el Programa Raven Pro 1.5 (Bioacoustics
Research Program, 2013). La descripcion general de la llamada de anuncio se

hizo con los valores promedio de la Fu, FD, FA, FF, Tiempo y Amplitud.

3.2.4. Efecto del habitat y la temporalidad sobre la estructura de la llamada

de anuncio

Para evaluar la diferencias entre la Fu, FD, FF, Amplitud y Tiempo de la
llamada de anuncio de los organismos entre los tratamientos (BM y PA) y los
aflos de muestreo (2014 y 2015) se realizé una ANOVA con dos factores (afio y
tratamiento), ya que todas las variables presentaron distribucion normal de
acuerdo con la prueba de Shapiro-Wilks (SAS Institute, 2010a); debido a que la
FF no presentd distribucion normal, previamente fue transformada con el
protocolo de ajuste de JMP 9.01 (SAS Institute 2010b).

3.2.5. Relacién entre la estructura de la llamada de anuncio, la talla del
cuerpo (LHC) y el tamafio de la region cefalica (TRC).

Una vez caracterizados todos los elementos que componen la llamada
anuncio de S. baudinii, se buscd su posible correlacion con las variables
morfométricas (longitud hocico cloaca (LHC) y el tamafio de la region cefalica
(TRC)) mediante regresiones lineales simples con el paquete estadistico JMP
9.01 (SAS Institute, 2010a), las cuales permiten cuantificar el valor de correlacién
y predecir el valor de una variable en funcién de la otra mediante una férmula

algebraica.

Una vez estimado el valor de correlacion entre las variables acusticas y
morfométricas, se determind el comportamiento de estas en funcién del tipo de

habitat, con un analisis de funcién discriminantes usando el paquete estadistico
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JMP 9.01 (SAS Institute, 2010a); este andlisis, permite determinar como
responde el conjunto de variables medidas a cambios en el ambiente y cuales

diferencian los sitios perturbados de los sitios conservados.

3.2.6. Relacién entre la estructura de la llamada de anuncio, el tamafio de

los centros neurales y la densidad neuronal del APO y AM de S. baudinii

Los elementos que componen la llamada anuncio de S. baudinii se
relacionaron con el tamafio de los centros neuronales y la densidad neuronal del
APO y AM, aplicando regresiones lineales simples con el paquete estadistico
JMP 9.01 (SAS Institute, 2010a); de tal forma que se obtuvo un valor de
correlaciéon entre las variables y una férmula para predecir el cambio de una
variable en funcion de la otra. Asi mismo, se realizé un analisis de funcién
discriminante, para determinar el efecto de la condicion del habitat sobre el
agrupamiento de los organismos conforme a las variables acusticas y cerebrales.
Para los andlisis se usaron uUnicamente los datos de los 10 organismos

empleados en el andlisis de los centros cerebrales (ver capitulo Il).

3.2.7. Relacion entre la estructura de la llamada de anuncio, la morfometria

corporal y cerebral de S. Baudinii

Para determinar el efecto del habitat sobre los atributos acusticos y
morfométricos de S. baudinii y la forma en que las variables se comportan en
funcion del habitat, se realizé un andlisis de funcién discriminante con el paquete
estadistico JMP 9.01 (SAS Institute, 2010a), el cual no solo permite agrupar a
los organismos de acuerdo al tipo de habitat, sino que al tiempo caracteriza cada
grupo en funcioén al comportamiento de las variables que lo conforman. Para este
analisis se utilizaron las siguientes variables: Morfométricas (LHC y tamafio de
la regidon cefalica), cerebrales (area del nucleo amigdalino medial) y acusticas
(FA, FD y Fp).

45



3.3. Resultados

3.3.1. Medidas Morfométricas

El andlisis de varianza mostré diferencias significativas en la LHC entre
los especimenes recolectados del BM y los sitios con PA (F320= 2.94, P=0.0495)
(Fig. 2a). Los individuos de los sitios con PA fueron significativamente mas chicos
que los del BM (P=0.016); pero no hubo diferencias entre los organismos
muestreados entre los afios 2014 y el 2015 (P=0.158), ni tampoco entre la
interaccion afo de muestreo*tratamiento (P=0.59). Para el TRC el ANOVA
(F3,29=12.65, P<0.0001) (Fig. 2b) mostr6 que los organismos del BM presentan
cabezas de mayor tamafio que los de las zonas con PA (P=0.0004), asi mismo
los organismos recolectados durante el periodo 2014 presentaron tallas mas
grandes que los del periodo 2015 (P=0.028) y la interaccibn afio de
muestreo*tratamiento mostré diferencias significativas, siendo los organismos
del BM del 2014 los que presentaron cabezas de mayor talla (P=0.0003). Para
el Pgr el ANOVA mostro que los individuos del BM son significativamente mas
pesados (Fig. 2c), que los de los sitios con PA (P=0.030), no hubo diferencias en
el Pgr entre los afios de muestreo (P=0.118), pero si en la interaccion afio de
muestreo*tratamiento (P=0.015). En este caso los individuos del BM del 2014
fueron significativamente mas pesados que el resto de los individuos (F3, 290=4.80,
P=0.0078). En el caso del Factor de Condicién (K), el ANOVA mostré diferencias
significativas entre los individuos (Fs, 20=4.1745, P=0.014) (Fig. 2d). Aunque no
se encontraron diferencias entre los individuos del BM y los individuos de los
sitios con PA (P=0.784), si se encontraron diferencias significativas entre los
aflos de muestreo (P=0.006) y la interaccibn entre el afio de
muestreo*tratamiento. En este caso los individuos del BM del 2014 presentaron
un Factor de Condicién mayor que los del BM del 2015 (P=0.032).
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Figura 2. ANOVA para las variables morfométricas. a) LHC, el BM presentd organismos de
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BM; c) EI BM del 2014 present6 los organismos mas pesados; d) Factor de condicién de Fulton
(K), solo es diferente el BM del 2014 con el BM del 2015.

3.3.2. Descripcion de la llamada de anuncio de S. baudinii

Se grabaron un total de 33 individuos machos de S. baudinii, de los cuales
15 pertenecieron a sitios conservados y 18 a sitios con PA. La rana S. baudinii
presentd un canto simple de una sola nota que repite constantemente (Fig. 3),
cuyos valores promedio de frecuencia y amplitud son: Fu de 2.41 + 0.30 kHz;
FD de 1.81 = 0.87 kHz, un tiempo promedio de 362 £ 79 ms, FA de 1.23 £ 0.79
kHz, FF de 2.66 + 0.62 kHz y una Amplitud de 0.489 +0.17 dB (Tabla 1).
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Figura 3. Representacion de la amplitud de onda y espectrograma de frecuencia de la llamada

de anuncio de S. baudinii a lo largo del tiempo dentro de una intervencion en una ventana de 1.8
segundos.

Cuadro 1. Variables acusticas de la llamada de anuncio de S. baudinii y Comparacion entre el
BM vy las zonas con PA.

FARKHz)?

FDAKHz)2

Tiempo(ms)@ Amplitu(Db)® FFAkHz)Z2 No.BeRortes? FudkHz)2

brom.a 1.239281 1.816478 362.883 0.4893 2.667481 6.10 2.416038

rom +(0.793)8 +(0.879)8 +(79.3)8 +0.171)8 +(0.628)F +1.66)2 +0.309)8
0.78 2014018 376.330 0.45@ 2.684570) 6.60

BME +(0.13628)2 +(0.940)8 +(55.4)8 +(0.0346)7 +(0.726)8 {1728 2343258

+(0.385)@

oA 1.7487 1.65184@ 351.678 0.5240 274599 5.82 2476660

+(0.12849)3 +(0.815)8 +(94.9)8 +(0.03262) +(0.404)8 +1.58)2 +(0.221)8

3.3.3. Efecto del habitat y la temporalidad sobre la estructura de la llamada
de anuncio

El Analisis de Varianza mostr6 que la Fu presentd diferencias
significativas (Fs, 20=2.99, P=0.046) (Fig. 4a). No hubo diferencias significativas
entre los tratamientos (P=0.23), entre los afios de muestreo (P=0.14), pero si en
la interaccion tratamiento*afio de muestreo (P=0.026). En este caso, los
individuos del BM del 2014 tuvieron una Fu de 2.165 +0.10 KHz y fue diferente
significativamente con los del BM 2015 que presentaron una Fu de 2.546 +0.10
y de los individuos de los sitios con PA del 2014 que presentaron una Fu de

2.518 £0.09. La FD también mostro diferencias significativas entre los afos de
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muestreo (Fig. 4b), pero no entre el tratamiento ni en la interaccion (F3,29=31.55,
P<0.0001). Para el 2014 la FD fue de 2.54+ 0.10 kHz y para el 2015 fue de 1.06
+ 0.11 kHz. El tiempo solo mostré diferencias significativas en los afios de
muestreo (P=0.032). El tiempo para 2014 fue de 0.422+ 0.026 s y para el 2015
fue de 0.33 + 0.027 s (Fig. 4c). La FF fue estadisticamente diferente entre los
afios de muestreo (F3,20=1051, P<0.0001). La FF (2014)= 3.09355 +0.035 kHz y
en el 2015 la FF=0.24859 +£0.0.036 kHz (Fig. 4d). La FA solo en los sitios con PA

del periodo 2015 fue estadisticamente diferente (4e). La Amplitud mostré

diferencias significativas entre los afios de muestreo (Fig.4f) pero no entre el

tratamiento y la interaccion (F3290=27.03, P<0.0001). Para el 2014 la Amplitud fue
de 0.487+ 0.028 dB y para el 2015 fue de 0.129 + 0.29 dB.
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Figura 4. ANOVA para las variables acusticas. a) Fl, se registro baja frecuencia para el BM
durante el periodo 2014; b) FD, es mas alta en el periodo 2015; c) Tiempo, la llamada de anuncio
de los organismos del 2014 fue de mayor duracion que la de los organismos del PA del 2015; d)
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FF, fue mayor en el periodo 2014; e) FA, fue mayor en las zonas con PA del periodo 2015; f)
Amplitud, fue mayor durante el periodo 2014.
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Figura 5. Analisis de funcion discriminante donde se observa el agrupamiento de los organismos
de acuerdo a la condicién del habitat en funcién de los valores dados para el canénico | y Il del
conjunto de variables acusticas, los circulos oscuros pertenecen al BM y los claros al PA.
Respecto al comportamiento conjunto de las variables acusticas que
conforman la llamada de anuncio, el analisis de funcién discriminante muestra
dos grupos claramente definidos (Fig. 5), con 5 organismos mal clasificados, 2
pertenecientes al BM y tres pertenecientes a las zonas con PA, con una

(P=0.0469) siendo para el eje del candnico | la FA la variable mas explicativa.

3.3.4. Relacion entre la estructura de la llamada de anuncio, la talla del

cuerpo (LHC) y el tamario de la region cefalica (TRC).

Como se observé en el capitulo |, los organismos del BM presentaron
cuerpos y cabezas de mayor tamafio, asi mismo estos fueron mas pesados que
los de los sitios con PA. La Fu presentd una relacion negativa con la LHC,
teniendo un valor de R?= - 0.215906; p=0.0064, que responde a la siguiente
ecuacion: Fu= 4655.4525 - 36.903384*LHC (Fig. 6)
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Figura 6. Regresion lineal entre la FJ y la LHC de S. baudinii, los circulos oscuros pertenecen
al BM vy los circulos claros a los sitios con PA.

Al evaluar la relacion de la Fu con el TRC, la relaciéon es del mismo tipo
pero el doble de fuerte, mostrando un valor de R?= - 0.429109; p<0.0001, la cual
responde a la siguiente ecuacién: Fu=4.1071864 - 0.0645635*TRC (Fig. 7)
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Figura 7. Regresion lineal entre la Fu y el tamafio de la region cefalica de S. baudinii, los circulos
oscuros pertenecen al BM y los circulos claros a PA
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De la misma forma la FA presentdé una relacion negativa con la LHC
presentando un valor de R?= - 0.246329; p= 0.0033 la cual responde a la
siguiente ecuacion: FA= 7.3696366 - 0.1020096 * LHC (Fig. 8)
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Figura 8. Regresion lineal entre la FA y la LHC de S. baudinii, los circulos oscuros pertenecen
al BM vy los circulos claros al PA

Al evaluar la relacién entre la FA y el TRC, se observé un valor de R?= -
0.196033; p= 0.0099, dicha relacion responde a la siguiente ecuacion: FA=
4.1374494 - 0.1129325*TRC (Fig. 9).
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Figura 9. Regresion lineal entre la FA y el tamafio de la regién cefélica de S. baudinii, los circulos
oscuros pertenecen al BM y los circulos claros al PA
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El andlisis de funcion discriminante entre los elementos acusticos de la
llamada de anuncio y los elementos morfométricos (LHC, TRC) de S. baudinii
mostré la formaciéon de dos grupos, el del BM, con dos organismos mal
clasificados; y el del PA con 5 organismos mal clasificados, con una p= 0.0006
(Fig. 13). Dicha agrupacion solo se pudo observar en funcién de las variables del
eje canonico |, siendo las variables méas explicativa la FA, la Fu y la FD (Fig. 10).
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Candnicoll 0.1647803 0.1485633 0.5955028 1.0809112 0

Figura 10. Andlisis de funcién discriminante donde se observa el agrupamiento de los
organismos de acuerdo a la condicidon del habitat en funcion de los valores dados para el
canénico | y Il del conjunto de variables acusticas y morfométricas, los circulos oscuros
pertenecen al BM y los claros al PA.

3.3.5. Relacion entre la estructura de la llamada de anuncio, el tamafio de

los centros neurales y la densidad neuronal del APO y AM de S. baudinii

A pesar de que no se encontraron diferencias entre los centros neuronales
APO y AM de los organismos del BM vs PA (ver capitulo Il) se observo un valor
alto de correlacion entre la densidad neuronal del AM y el nimero de cortes por
intervencion, dicha relacién fue positiva y tiene un valor de R?= 0.449467;
p=0.0339 y responde a la siguiente ecuacion: numero de cantos por
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intervencion= 2.5239085+0.3471933 por Densidad neuronal de la AM por cada
50p2 (Fig. 11).

Cortes * Intervencion

| | |
4 6 8 10 12 14

Densidad neuronal AM * 50u

Figura 11. Regresion lineal entre el nimero de cortes por intervencion y la densidad neuronal
del AM de S. baudinii. Los circulos oscuros pertenecen al BM y los circulos claros al PA.

El analisis de funcion discriminante del conjunto de variables acusticas y
fisiolégicas, agrupd los organismos de cada poblacién sin tener ningdn
organismo mal clasificado; sin embargo, esta agrupacion no es valida ya que no

es significativa con una p=0.2716 (Fig. 12)
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Figura 12. Analisis de funcion discriminante donde se observa el agrupamiento de los
organismos de acuerdo al tratamiento en funcién de los valores dados para el canénico | y Il del
conjunto de variables acusticas y fisioldgicas, los circulos oscuros pertenecen al BM y los claros
al PA.
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3.3.6. Relacién entre la estructura de la llamada de anuncio, la morfometria

corporal y cerebral de S. baudinii

Al analizar el total de variables, tanto acusticas como morfométricas y
fisioloégicas, estas presentaron caracteristicas propias que definen las
poblaciones del BM y PA de manera individual (ver capitulos I, Il 'y lll). El andlisis
de funcion discriminante mostré que ambas poblaciones son diferentes con

ningun organismo mal clasificado y una p= 0.0155 (Fig. 13)

26.0 o :
= |
(e} |
8 25.04 < I °
c & o |
Ne) o
€ 24.0] I
9 |
o |
| [ ]
23.0 o |
I
1
T T T T T T T T T
176 178 180 182 184 186 188 190 192
Canonico |
Fu FD FA TRC LHC AREA AM

Candnicol 4.311 2.478 1.239 3.723 4.761 1.640

Canénicoll  0.591 0.235 0.573 -0.359 1.109 0

Figura 13. Andlisis de funcién discriminante donde se observa el agrupamiento de los
organismos de acuerdo a la condiciéon del habitat en funcion de los valores dados para el
canénico | y Il del conjunto de variables acusticas, morfométricas y cerebrales, los circulos
oscuros pertenecen al BM y los claros al PA.
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3.4. Discusion

La rana S. baudinii present6 un canto simple de una sola nota que se
repite constantemente, este tipo de canto es comun en los anuros de la familia
Hylidae (Martins y Jim, 2003; Bernal et al., 2004). La FD de S. baudinii (1.81kHz)
se encuentra entre los valores reportados para los Hylidos, Hyla larinopygion
(1.66 kHZ; Bernal et al., 2004), Hyla nana (2.95 a 4.85 kHZ; Martins y Jim, 2003)
e Hyla sanborni (3.86 a 5.95; Martins y Jim, 2003). La FF fue mas alta (2.66 +
0.628 kHz) que la FF para ranas del Género Hyloscirtus de la Familia Hylidae y
el tiempo promedio de duracion (362 ms) se encuentra dentro de los valores
reportados (210 a 547 ms) para este mismo grupo de especies (Almendariz et
al., 2014; Coloma et al., 2012). Los resultados de este estudio muestran que del
total de los elementos que componen la llamada de anuncio de S. baudinii
Unicamente la FA mostré ser estadisticamente diferente, siendo mayor en los
sitios con PA (1.74) que los de BM (0.70), lo que significa que los organismos del
BM estan emitiendo llamados de baja frecuencia y alta intensidad. De acuerdo
con Duellman y Pyles (1983), la frecuencia de llamado decrece con el tamafio
de los individuos. Estos resultados son interesantes, puesto que se ha reportado
que los machos que cantan con frecuencias mas bajas son mas exitosos
reproductivamente, ya que las hembras muestran preferencias por llamadas
graves, que corresponden a machos mas grandes como los registrados en el BM
en este estudio (Castellano et al., 2000; Lodé y Le Jacques, 2003; Gerhardt,
2005;; Bosch, 2014). Aunque lo anterior podria estar indicando que los machos
del BM son mas exitosos en la atraccion de las hembras que los machos de los
sitios con PA, es importante destacar que dado que los machos de los sitios con
PA fueron significativamente mas pequefios y menos pesados y con cabezas de
menor tamafio las hembras en este tipo de hébitat podrian estar seleccionando
a estos individuos en ausencia de individuos mas grandes. En cuanto a la
variacion temporal (anual) en los elementos de la llamada de anuncio, los
individuos grabados en 2014 presentaron valores significativamente mas altos
en las cuatro variables (FF, FD, Amplitud y tiempo). Este cambio puede ser
explicado debido a que los individuos registrados en el afio 2014 en el BM fueron
mas pesados y presentaron mayor indice de condicion corporal. Se ha reportado

gue en organismos que utilizan la vocalizacién durante el cortejo, la variacion en
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las caracteristicas del canto pueden estar relacionadas con cambios en el Pgry
la condicion del individuo (Mager et al., 2007; Brumm, 2009). También se ha
demostrado que la condicion del cuerpo puede cambiar sustancialmente (ya sea
por limitacion de recursos alimenticios o como resultado del gasto energético
relacionado con la llamada de anuncio), aun en periodos cortos de tiempo y
afectar en consecuencia el comportamiento reproductivo (Humfeld, 2013). Asi
mismo, tanto la FA como la Fu de la llamada de anuncio presentaron una relacion
negativa con la LHC y con el tamafio de la region cefélica (TRC), ésta relacion
también ha sido demostrada por Bee et al. (2000) para Rana clamitans. En este
sentido, el andlisis de funcién discriminante separ6 a los individuos del BM de
los de los sitios con PA en respuesta a la FA, la Fu y la FD. Aunque se ha
predicho que la estructura de las sefiales acusticas pueden estar relacionadas
con la estructura del habitat, en particular en aves y monos (Job et al., 2016), en
el caso de los anfibios estas diferencias pueden estar mas asociadas con
diferencias en el tamafio del cuerpo (Zimmerman, 1983 ). Por otro lado, los
organismos recolectados de S. baudinii en el bosque tropical seco de Chamela,
Jalisco, no presentaron diferencias significativas al comparar tanto el tamafio de
los centros cerebrales AM y APO como su densidad neuronal entre el BM y los
sitios con PA. Sin embargo, al relacionar la densidad del AM con el nimero de
cortes por intervencidon, se observa una correlacion positiva, es decir aquellos
individuos que presentan mayor densidad neuronal, emiten un mayor nimero de
cortes por intervencion teniendo como resultado llamadas de anuncio mas
complejas. Esta interaccion que hay entre los centros cerebrales y la estructura
de la llamada de anuncio puede ser explicada mediante la teoria del estrés a
edades tempranas del desarrollo, la cual argumenta que, aquellos organismos
que sufren altos niveles de estrés durante sus primeras etapas de vida, llegan a
comprometer el desarrollo cerebral para sobrevivir, 1o cual se refleja en
vocalizaciones menos complejas (Nowick et al., 1998; Nowick et al., 2002;
MacDonald et al., 2006). Finalmente el andlisis del total de las variables
estudiadas, tanto acusticas como morfométricas y fisiologicas mostro que la
estructura de la llamada de anuncio de los sitios con PA es distinta a la de los
sitios del BM y esta principalmente influenciada por las caracteristicas
morfoldgicas de los individuos y que los individuos que presentan mayor tamafio
de los centros neuronales y densidad neuronal tienen llamados de anuncio mas

57



complejos sin importar el tipo de habitat en el que se encuentren. En este sentido,
la perturbacion del habitat esta ejerciendo un fuerte impacto sobre la estructura
de la llamada de anuncio de S. baudinii, lo cual podria tener consecuencias
futuras para la especie, ya que podria ocurrir una barrera de comunicacion entre

las poblaciones de los BM y la de los sitios con PA.

3.5. Conclusiones

Los organismos del BM presentan llamadas de anuncio estructuralmente
diferentes a las de los que habitan en sitios con PA. Esta diferencia se observa
en la FA; en el BM las llamadas tienen puntos de baja frecuencia en el pico de
méaxima amplitud, lo que hace que atraviesen una mayor cantidad de obstaculos

y en consecuencia lleguen a mayor distancia del sitio de emision.

Asi mismo, la llamada de anuncio de Smilisca baudinii, presenta una
estructura diferente en la interaccion tratamiento*afio, en el 2014 se encontraron
llamadas cuyos valores de FD, FF, amplitud y tiempo mayores que las
registradas en el 2015. Este comportamiento esta asociado al factor de condicion
corporal, el cual fue mayor durante el 2014. Con respecto a los valores de las
frecuencias, supondrian una desventaja en cuanto a la seleccién sexual; sin
embargo, la amplitud y el tiempo son propios de cantos mas largos e intensos,
que tienen sentido como llamadas mas atractivas, por lo que es plausible
suponer que las altas frecuencias, sean propias de un modelo adaptativo para

evadir depredacién, ya que son mas dificiles de localizar.

Ademas, el hecho de que la Fu haya sido menor en los organismos
colectados en el BM durante la temporada 2014, es indicativo que es en esta
combinacion de temporalidad y grado de conservacion, donde se encontraron
los organismos con mejores caracteristicas morfologicas y morfométricas
asociadas a la estructura de la llamada de anuncio. Puesto que la frecuencia de
los organismos esta relacionada al tamafio del cuerpo y de la regién cefalica de
los mismos, tallas grandes se asocian con frecuencias bajas, por lo que, la

poblacion del BM se caracteriza como por presentar llamadas mas atractivas,
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siendo la variable mas explicativa la FA. De las variables que no se relacionan
con la talla de los organismos, el numero de cortes por intervencion, esta
relacionado con la densidad neuronal del nucleo amigdalino medial. Sin
embargo, las variables cerebrales no responden a los tratamientos y las

poblaciones del BM y de las zonas con PA no se diferencian de ninguna forma.

Finalmente los resultados de este estudio permiten hipotetizar que de
continuar la modificacién y perturbacion de los habitats en donde habitan
especies que emiten llamados de anuncio, como es el caso de S. fodiens, podria
ocurrir una barrera acustica entre las poblaciones de esta especie, con diversas
consecuencias para esta especie que podrian ir desde la pérdida de diversidad
genéticas mediante un proceso de endogamica, hasta un proceso de seleccién

evolutiva en respueta a la perturbacion del habitat.
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Conclusion general

A partir de los resultados encontrados, se puede concluir que la condicién
de conservacion de los sitios tiene un efecto sobre la morfologia y morfometria
de los machos de Smilisca baudinii, ya que las pruebas realizadas permiten
sostener que en el BM se encuentran organismos mas, grandes y pesados con
cabezas mas grandes y redondeadas. En este sentido la talla fue un atributo de
suma importancia para los machos, esta se relaciona directamente con la
frecuencia en la que emiten la llamada de anuncio, siendo para machos grandes,
llamadas de anuncio de baja frecuencia (tonos graves) y para machos pequefos

llamadas de alta frecuencia (tonos agudos).

Aungue los atributos neurales de los organismos no difieren entre las
condiciones de habitat tratadas, la densidad neuronal del ndcleo amigdalino
medial se relaciona con el numero de cortes por intervencién, presentando
cantos mas complejos aquellos individuos que poseen mayor densidad neuronal.
Asi mismo, se encontr6 que la estructura de la llamada de anuncio fue diferente
entre el BM y las zonas con PA, esta se caracteriza principalmente por que la FA
es baja en el BM y alta en las zonas con PA. Aunado a esto, también se observé
que el factor de condicién corporal de los organismos en el afio 2014 fue mayor
que en los encontrados en el 2015. Aun gue no se tienen los elementos
suficientes para una explicacion plausible respecto de este fendémeno, se
encontré que el factor de condicion se relaciona con la llamada de anuncio
puesto que los elementos que componen la llamada de anuncio entre los machos
de ambas temporadas de muestreo, fue distinta. En este sentido en el 2014 en
ambas condiciones de habitat se registraron llamadas de anuncio mas
prolongadas, e intensas, las cuales son caracteristicas favorables para la

seleccion de pareja.

El hecho de que los machos del BM son mas grandes con cantos de
frecuencias bajas, y por consiguiente pudieran ser mas exitosos en la seleccion
de pareja como se ha reportado en la literatura y por el otro lado, que los
machos de los sitios con PA son significativamente mas pequefios y menos

pesados y con cabezas de menor tamafio con cantos de frecuencias altas,
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permite hipotetizar que las hembras en este tipo de habitat podrian estar
seleccionando a estos individuos en ausencia de individuos mas grandes y de
continuar la modificacion y perturbacion de los habitats, podria desencadenarse
un aislamiento acustico y en consecuencia ocurrir un proceso de seleccion

evolutiva en respuesta a la perturbacion del habitat.
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