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1. RESUMEN

En los ultimos afios los estudios sobre la plasticidad fenotipica, han cobrado gran
importancia tanto en ecologia como en evolucion. Un modelo ampliamente utilizado
para analizar los determinantes y caracteristicas de la plasticidad han sido las larvas
de anfibios anuros. En dicho modelo se han encontrado respuestas plasticas frente a
diversas sefales ambientales, destacandose por su importante rol ecoldgico las
siguientes tres: desecacion, incidencia de depredacién y cantidad de recursos
disponibles (competencia). Estos tres factores originan patrones de respuesta que
involucran cambios en la morfologia, comportamiento y estrategia de desarrollo, entre
otros. El presente estudio representa uno de los primeros trabajos llevados a cabo en
la regidn destinado a analizar los cambios morfolégicos asociados a la disponibilidad
de alimento como causante de plasticidad fenotipica, utilizando como modelo larvas de
Hypsiboas pulchellus. Este estudio fue realizado en el laboratorio: el disefio
experimental planteado fue un disefio completamente aleatorio y como variables de
respuesta fueron medidas la masa corporal (peso humedo, con y sin intestino, y peso
seco), el largo de cuerpo y el largo total, el volumen del cuerpo y el volumen total, el
estadio de desarrollo, el largo y la masa del intestino (peso himedo y seco). Mediante
andlisis de vias, se logré establecer una ruta de causalidades: la disponibilidad de
alimento influye directamente sobre la masa corporal y sobre la masa del intestino; la
masa corporal, a su vez, influye sobre el estadio de desarrollo y éste sobre la forma del
cuerpo. Ademas, existe una influencia directa, pero no lineal, de la disponibilidad de

alimento sobre el desarrollo y sobre la forma del cuerpo.
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2. INTRODUCCION

2.1 La plasticidad fenotipica
La plasticidad fenotipica se define como la capacidad de un genotipo de producir
diferentes fenotipos en respuesta a cambios en las condiciones ambientales, tanto
biéticas como abidticas (Begon et al., 2006; Whitman & Agrawal, 2009). Este
fendmeno ha sido demostrado en un gran ndmero de organismos, incluyendo
bacterias, plantas y animales (Pigliucci, 2001; Whitman & Agrawal, 2009). La forma
mas comun de representar la plasticidad es a través de una “norma de reaccion”, esto
es, a través de una funcién genotipo-especifica que relaciona el valor de un rasgo
fenotipico con el ambiente en el cual dicho valor se observa. En otras palabras, una
norma de reaccion es la trayectoria desarrollada por un genotipo en el espacio
ambiente-fenotipo, mientras que la plasticidad es la desviacion de dicha trayectoria
con respecto a una recta paralela al eje de las abscisas (Naya, 2010).

Durante mucho tiempo se consider6 el efecto del ambiente sobre la expresion
fenotipica como “ruido” en el estudio del proceso de seleccion de genes (Pigliucci,
1996). Si bien la plasticidad fenotipica es un fendbmeno que ocurre a escala ecoldgica,
garantizando la adaptacién de los individuos a ambientes heterogéneos, sus
consecuencias evolutivas pueden ser significativas al modular la seleccion natural. Por
ejemplo, la adecuacién causada por la plasticidad fenotipica podria determinar que
individuos de genotipos desiguales presentaran fenotipos similares, lo que limitaria la
posibilidad de seleccion y, por tanto, contribuiria a mantener la variabilidad genética
dentro de una poblacion (Gianoli, 2004). Organismos cuyo ambiente es muy
cambiante o que pueden desarrollarse, por ejemplo, tanto en ambientes temporales
como permanentes o a temperaturas de invierno y verano, requieren de un mecanismo
gque les permita una adaptacion rapida a dicho ambiente. Es decir, en ciertos casos es
mas beneficioso poseer la capacidad de ser altamente plastico a nivel individual, que
evolucionar hacia un genotipo que implique la dominancia de un fenotipo frente a otros
en un ambiente dado. Mientras estos individuos exhiban plasticidad fenotipica la
seleccion natural no podra discriminar entre ellos y por tanto el fendmeno sera estable
en términos evolutivos.

Muchas de las observaciones sobre la plasticidad fenotipica han sido
realizadas en organismos acuaticos, en particular en aquellos que presentan ciclos de
vida complejos. Para el caso particular de los animales, se ha comprobado que la
plasticidad en el crecimiento y el desarrollo puede influenciar el tiempo y el tamafio a la
metamorfosis en insectos, crustaceos, peces y anfibios (Jara, 2010; Relyea, 2007). El

estudio de la plasticidad fenotipica en la etapa larval es particularmente importante



porgue no sélo lleva al individuo a adecuarse al ambiente acuatico sino que ademas lo
condiciona en su fase terrestre (Bridges, 2002; Relyea & Hoverman, 2003). Es decir, el
fenotipo inducido llevard a cambios en, por ejemplo, la probabilidad de supervivencia

del individuo como juvenil.

2.2 Plasticidad fenotipica en larvas de anuros
Las larvas de anfibios anuros han sido ampliamente utilizadas como modelo de
estudio para evidenciar la plasticidad fenotipica (Miner et al., 2005). La fase larval en
estos individuos presenta un amplio rango de duracion, desde poco mas de un mes
hasta afios en algunas especies (Alford, 1999). Las larvas de anfibios exhiben una
considerable plasticidad fenotipica, existiendo estudios que indican que responden,
entre otros factores, a la duracién del hidroperiodo (Laurila & Kujasalo, 1999; Bridges,
2002; Laurila et al., 2002; Loman & Claesson, 2003; Lind & Johansson, 2007; Jara,
2010), a la competencia (Kehr, 1989; Bridges, 2002; Relyea & Hoverman, 2003;
Relyea & Auld, 2004) y a la presion de depredacién (Laurila & Kujasalo, 1999; Bridges,
2002; Relyea, 2002a; Relyea & Hoverman, 2003; Relyea & Auld, 2004; Relyea, 2007,
Jara, 2010). Para el caso particular de la competencia, se han realizado varios
estudios utilizando la disponibilidad de recursos como variable indicadora de la misma
(Relyea, 2002b). En algunos casos se encontrd que este factor tiene un efecto, a nivel
morfoldgico, antagdnico al ocasionado por la depredacién. Los depredadores inducen
colas relativamente mas grandes y cuerpos mas pequefios (Miner et al., 2005),
mientras que la competencia induce colas relativamente cortas y cuerpos largos,
reduciendo el crecimiento larval y el desarrollo (Relyea & Hoverman, 2003). Ademas,
existe amplia evidencia de que altas densidades (alta competencia) y bajos niveles de
alimento reducen la masa a la metamorfosis, el largo absoluto y la tasa de desarrollo
en larvas de anuros (Crump, 1981; Kehr, 1989). Sin embargo, la mayoria de los
estudios sobre plasticidad fenotipica en anfibios se basan en pocos géneros de

algunas familias distribuidas en el hemisferio norte y centro América (Jara, 2010).

2.3 Plasticidad fenotipica en el tracto digestivo
El sistema digestivo posee dos caracteristicas que determinan que sea un buen
modelo para el estudio de la plasticidad fenotipica. Por un lado, representa la interfase
mas activa en cuanto al flujo de energia y nutrientes entre el organismo y el ambiente.
Esto significa que el tracto digestivo es el vinculo funcional entre la energia ingerida y

la energia metabolizable, es decir, la energia con que cuenta un organismo para



cumplir con todas sus funciones vitales (Secor, 2001). Por tanto, sistemas digestivos
de gran tamafio asegurarian una elevada capacidad funcional por lo que deberian ser
beneficiosos. Por otro lado, el tracto digestivo esta compuesto por un tejido muy activo
en términos metabdlicos, lo que significa que su mantenimiento implica un elevado
costo tanto en términos de consumo de energia como de proteinas (Cant et al., 1996).
Por tanto, el compromiso entre las ventajas y los costos asociados a un sistema
digestivo con una determinada capacidad funcional, hace esperable que los
organismos ajusten finamente sus rasgos digestivos acompasando los cambios en las
condiciones externas (e.g., disponibilidad de alimento, calidad del alimento disponible)
y en sus demandas energéticas internas (e.g., termorregulacién, reproduccion). En
linea con lo anterior, estudios desarrollados durante el dltimo siglo, y en particular
durante las Ultimas décadas, demuestran claramente que la morfometria del intestino
exhibe una marcada flexibilidad al cambiar las condiciones ambientales (Naya, 2008;
Naya et al., 2008), existiendo evidencia de esto para todos los grupos de vertebrados
(Penisi, 2005). Los factores causantes de los cambios digestivos mas estudiados han
sido la cantidad y calidad del alimento, la temperatura ambiental y el estatus
reproductivo (Naya, 2008). Para el caso particular de la disponibilidad de alimento,
tanto modelos tedricos (e.g., Sibly, 1981) como trabajos empiricos (e.g., Naya et al.,
2005; Secor & Diamond, 1998; Starck et al., 2007; Naya, 2008) han demostrado que
ocurre una disminucion en las dimensiones del tracto digestivo concomitantemente
con una disminucion de la disponibilidad de alimento. Sin embargo, el Unico trabajo
existente a la fecha que ha evaluado la relacion entre las dimensiones del tracto
digestivo y la disponibilidad de alimento en larvas de anfibios, ha reportado el patrén
inverso al arriba mencionado (Relyea & Auld, 2004). Sin duda, son necesarios mas
estudios destinados a determinar si estamos frente a un caso particular o si existe
alguna razon para que las larvas de anfibios se alejen del patron observado para el

resto de los vertebrados en este respecto.

3. OBJETIVOS E HIPOTESIS

3.1 Objetivo general
Analizar el efecto de la disponibilidad de alimento sobre la sobrevivencia, la tasa de
desarrollo, el tamafio corporal, la forma del cuerpo y la morfometria digestiva en larvas

de H. pulchellus.



3.2 Hipotesis y predicciones

(1) Dada la necesidad de energia y nutrientes para el desarrollo y el crecimiento, es
esperable que la cantidad de alimento disponible afecte tanto a la tasa de desarrollo
como al tamafio corporal. En particular, se predicen tres situaciones posibles: (i) al
incrementarse la disponibilidad de alimento ocurre una aceleracion en el desarrollo,
pero no hay cambios en el tamafio corporal (para cada estadio dado); (i) al
incrementarse la disponibilidad de alimento no ocurre una aceleracion del
desarrollo, pero si un incremento del tamafio corporal; (iii) al incrementarse la
disponibilidad de alimento ocurre una aceleracion en el desarrollo asi como también
un incremento en el tamafio corporal para cada estadio dado.

(2) Dado que el sistema digestivo es el sistema que permite el aprovechamiento del
alimento, es esperable una correlacion positiva entre la disponibilidad de alimento y
el tamafo del tracto digestivo. Por tanto, se predice que al aumentar la
disponibilidad de alimento aumentan el largo y la masa del tracto digestivo
(expresados en términos masa especificos).

(3) Dado que el sistema digestivo constituye la mayor parte del volumen corporal de
las larvas de anuros, es esperable que cambios en el sistema digestivo afecten la
relacion entre el tamafio del cuerpo y el tamafio total. En particular, se predice que
la relacion largo del cuerpo / largo total se incrementa en paralelo a la disponibilidad

de alimento.

4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Modelo de estudio
Para el presente estudio se tom6é como modelo a Hypsiboas pulchellus. Esta especie
resultd ideal para el trabajo ya que presenta amplia distribucion en Uruguay, habitando
tanto en cuerpos de agua temporales como permanentes (Achaval & Olmos, 2003), se
reproduce durante todo el afio y existe una clara descripcion de su larva (Gallardo,
1961). Ademas, presenta una amplia variacion local, tanto en adultos como en larvas
(Langone, 1995). H. pulchellus deposita sus huevos inmersos en una masa gelatinosa
adherida a la vegetacion sumergida. Las larvas son bentodnicas, poseen un importante
tamarnio relativo, gran variacion en la coloracién y son facilmente identificables debido a
gue poseen una linea entrecortada situada por encima de los musculos de la aleta
dorsal y un hocico particular, retraido hacia el plano ventral. Otro factor que hace a

esta especie especialmente adecuada es que su mantenimiento en condiciones de



laboratorio ha demostrado ser relativamente sencillo y responde plasticamente, en

cuanto al crecimiento frente a distintas condiciones experimentales (Kehr, 1987).

4.2 Disefio experimental
A finales de julio de 2009, se colecté una puesta de H. pulchellus, en la localidad de
Barra Grande, Rocha. La misma fue llevada al acuario de la Facultad de Ciencias y
mantenida hasta el momento de comenzar el experimento. Luego de 72 horas de
eclosionadas las larvas (13 de agosto de 2009) se tomaron 50 individuos para su
utilizacion en el experimento. Se establecieron 10 tratamientos experimentales (con 5
replicas cada uno), con los siguientes niveles de alimento: 0,5, 2, 3, 5, 8, 10, 15, 20, 25
y 30 mg de comida estadndar para peces (Hikari®) adicionados cada tres dias. Todos
los individuos fueron mantenidos en peceras individuales de 2 litros de capacidad, a
temperatura (20°C) y fotoperiodo (12D:12L) constantes. Cada 3 dias se alimento de
acuerdo a las condiciones establecidas y, con el fin de reducir la contaminacién
(Laufer & Maneyro, 2008), se realizd también el cambio del 25% del agua (0,5 litros)
de cada pecera. Los dias 14 y 28 del experimento se realiz6 el cambio del 90% del
agua de cada pecera. El experimento fue finalizado el dia 39 (correspondiente al 20 de
setiembre de 2009), tiempo medio en alcanzar el estado de metamorfo (estadios
Gosner entre 41 y 46; Gosner, 1960) para H. pulchellus en primavera (Kehr & Basso,
1992). Al finalizar el experimento las larvas fueron anestesiadas (en dilucién de
alcohol) y para cada individuo se tomaron los siguientes datos: dos fotografias
digitales (vista lateral y vista dorsal, Fig. 1), masa corporal y estadio de desarrollo,
segun Gosner (1960). Luego de sacrificadas, las larvas fueron disecadas y se
determind: el largo del intestino, la masa del intestino (peso humedo con y sin
contenido y peso seco) y la masa de la carcasa (peso himedo y peso seco). A partir
de las fotografias se determiné el largo del cuerpo y el largo total del individuo, asi
como también las medidas necesarias para calcular el volumen total del individuo.
Para determinar dicho volumen la cola fue tomada como un cono de base eliptica,
cuyos diametros los representaron el alto y el ancho del musculo de la cola, y la altura
correspondié al largo total de la cola; el volumen del cuerpo se calculé como el de un
cuerpo eliptico, considerando el largo, el ancho y el alto del cuerpo como didmetros
para el célculo. La forma del cuerpo se estimé como la relacion entre el largo del

cuerpo y el largo total de cada individuo.



Figura 1. Fotografias digitales de un ejemplar de H. pulchellus. A: vista lateral; B: vista dorsal.

4.3 Analisis de datos
La relacion entre las distintas variables de respuesta y la disponibilidad de alimento
(tomada como mg d') fue analizada separadamente a partir de un andlisis de
correlacion producto momento de Pearson. Con el fin de probar si existe una relacion
entre la supervivencia y la disponibilidad de alimento, se realizé una regresion logistica
binaria entre dichas variables. Posteriormente se llevé a cabo un analisis de vias.
Dicho analisis permite establecer, en base a regresiones lineales, las relaciones de

causalidad directa e indirecta o de independencia entre las variables (Shipley, 2000).

A —» B _—» C Be«e— A —> C
A — C—> B A<+ B —> C
B_, A_, C A e C_, B
B — C— A A—» B« C
C—» A— B B— A<« C
C —> B— A A— C <« B

Figura 2 . Todas las posibles relaciones causales entre tres factores, considerando solo

dos pasos. Las flechas indican relaciones de causalidad entre variables.



Por ejemplo, una relacion de causalidad A — B — C, significa que A condiciona a By
a C, a B de forma directa y a C indirectamente (a través de B); C no condiciona ninguin
factor y por ello se denomina variable “off”. Mas en general, en la figura 2 pueden
verse todas las relaciones causales posibles entre tres variables, utilizando solo dos
pasos. El andlisis de vias permite pues establecer, adjudicando probabilidades a cada
modelo, cual de todas las posibles situaciones es la que mas se ajusta a los datos
obtenidos.

Para los analisis de vias se consideraron todas las variables abarcadas por las
hipotesis de trabajo, esto es: disponibilidad de alimento, masa corporal, estadio de
desarrollo, forma del cuerpo y masa del intestino. Estas variables fueron relacionadas
de a tres, de a cuatro y de a cinco (ver resultados), con el fin de establecer y verificar
que relaciones contaban con mayor significancia estadistica.

Finalmente, se realizaron regresiones no lineales (cuadraticas) entre la
disponibilidad de alimento y las variables dependientes que no fueron afectadas
directamente por dicho factor, controlandose el efecto directo de las variables
intermedias entre ambas. Es decir, primero se calcularon los residuos entre las
variables no afectadas directamente por la disponibilidad de alimento y la variable
dependiente que la determina de forma directa (segun el andlisis de vias), y estos
residuos fueron evaluados, a través de una correlacibn cuadratica, con la
disponibilidad de alimento. La finalidad de estos andlisis fue evidenciar posibles
efectos directos no lineales de la disponibilidad de alimento sobre las variables de
respuesta, mas all4 de los efectos producidos a través de las variables directamente
correlacionadas (evidenciados por el analisis de vias).

El error tipo | admitido en todos los analisis fue del 5%. Todos los analisis
realizados fueron llevados a cabo utilizando el programa Statistica® (Statsoft, Tulsa,
OK, USA) version 6.0 para Windows® (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA).

5. RESULTADOS

Los individuos provenientes de los tratamientos de 0,5y 2,0 mg (0,17 y 0,67 mg.d™,
respectivamente), culminaron el experimento con masas muy bajas, que caian dentro
del limite de deteccion de la balanza empleada para su determinacion. Por tal motivo,
esos individuos fueron excluidos del analisis de datos. EI mismo se realiz6 entonces

utilizando los datos provenientes de los restantes 8 tratamientos. Los individuos que
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sobrevivieron al experimento fueron 39 (de 50), de los cuales 32 (de 40) pertenecian a

los tratamientos incluidos en el analisis.

5.1 Efecto de la disponibilidad de alimento sobre la supervivencia, desarrollo, tamafio,
morfologia corporal e intestinal
La mortalidad se distribuy6 de forma homogénea a lo largo de los tratamientos (Fig. 3).
Todas las variables de respuesta medidas o determinadas en el experimento (estadio
de desarrollo, masa corporal, largo total, largo del cuerpo, volumen total, volumen del
cuerpo, masa y largo del intestino) resultaron estar positivamente correlacionadas con

la disponibilidad de alimento (Fig. 4).

X?=0.53; P =0.46
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Figura 3. Regresion logistica binaria de la supervivencia (1) o muerte (0) en funcién de

la disponibilidad de alimento.

5.2 Analisis de las relaciones causales entre variables
Cuando las variables fueron tomadas de a tres (dejando fija la disponibilidad de
alimento y variando otras dos variables de respuesta), permitiéndose sélo dos
conexiones, se observéd que los modelos que mejor se ajustan a los datos son los
siguientes (Fig. 5): (1) Al relacionar la disponibilidad de alimento, el estadio de
desarrollo y la masa corporal, se obtuvo que la disponibilidad de alimento
determina la masa corporal, la cual a su vez determina el desarrollo (p = 0,93). (2)
Al relacionar la disponibilidad de alimento, el estadio de desarrollo y la forma del
cuerpo se obtuvo que la disponibilidad de alimento condiciona el desarrollo, el cual
condiciona la forma corporal (p = 0,45). (3) Al relacionar la disponibilidad de
alimento, el tamafio corporal y la forma de cuerpo, se obtuvieron dos modelos con

buen ajuste: la disponibilidad de alimento condiciona independientemente a la

11
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Figura 4. Correlacién entre cada variable de respuesta y la disponibilidad de alimento. A:
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1. Relacion entre disponibilidad de alimento (DA), tasa de desarrollo (D) y tamafio del cuerpo (TC):

D

DA —» D —» TC DA —p» TC —» D DA<:
P=0.0001 = TC
( ) (P=0.93) (P=0.0001)

2. Relacion entre disponibilidad de alimento (DA), tasa de desarrollo (D) y forma (F):

D
DA
—» Db — F DA —» F —» D DA'<:

(P=0.45) (P=0.0001) (P=0.05)

3. Relacion entre disponibilidad de alimento (DA), tamafio corporal (TC) y forma (F):
F

DA —» TC —>» F DA —» F —p» TC DA-<:

(P=0.23) (P=0.0001) (P=049) TC

4. Relacién entre disponibilidad de alimento (DA), tamafio corporal (TC) y tamafio del intestino (TI):

TI
DA —» TC —p» TI DA —p» TI —p TC DA<

(P=0.09) (P=0.0001) P=041) 'C

5. Relacion entre disponibilidad de alimento (DA), tasa de desarrollo (D) y tamafio del intestino (TI):

D

DA —» p —/» T DA —p TI —p D DA

P=0.001 - Tl
( ) (P=0.0001) (P=0.78)
6. Relacion entre disponibilidad de alimento (DA), forma (F) y tamafio del intestino (TI):
I
DA —» F —» Tl DA —» Tl —» F DA<
F

(P=0.0001) (P=0.0005)
(P=0.41)

Figura 5. Modelos de vias considerando la disponibilidad de alimento y dos variables de
respuesta. En letras verdes se representan los modelos que poseen buen ajuste a los datos

y con flechas verdes se indican las vias que son significativas.

masa corporal y a la forma (p = 0,49) o la disponibilidad de alimento condiciona
la masa corporal y ésta a la forma (p = 0,23). (4) Al relacionar la disponibilidad de
alimento, la masa corporal y la masa del intestino también se observé que dos
modelos ajustaban bien a los datos: la disponibilidad de alimento condiciona
independientemente a las otras dos variables (p = 0,41) o la disponibilidad de
alimento determina la masa corporal y esta a la masa del intestino (p = 0,09). (5) Al
relacionar la disponibilidad de alimento, el estadio de desarrollo y la masa del

intestino se obtuvo que la disponibilidad de alimento determina en forma
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independiente a las otras dos variables (p = 0,78). (6) Finalmente, al relacionar la
disponibilidad de alimento, la forma del individuo y la masa intestinal, el modelo
gue mejor se ajusta a los datos indica que la disponibilidad de alimento condiciona
en forma independiente tanto a la forma corporal como a la masa del intestino (p =
0,41). Entonces, tomando todos los modelos de forma conjunta, parece ser que el
tamafo corporal afecta la tasa de desarrollo, la cual, a su vez, afecta la forma del
cuerpo. El tamafio corporal puede o no afectar la forma del cuerpo y el tamafio del
tracto digestivo, el cual, a su vez, no es afectado ni por la tasa de desarrollo ni por

la forma del cuerpo.

DA"—>» D —» TC —> F DA —» D —» F —» TC
(P=0.0001) (P=0.0001)
DA —» ¢ —» D —»F DA"—» ¢ —» F — D
(P=0.64) (P=0.0001)
DA"—» F — D — TC DA —» ¢ —>» ¢ —» D
(P=0.0001) (P=0.0001)
D —> F D —» TC Tc —> F
DA < DA < DA <
TC F D
(P=0.0001) (P=0.0001) (P=0.0001)
TC —» D F —» TC F —» D
DA < DA < DA <
r D Tc
(P=0.19) (P=0.0001) (P=0.0001)
F DA" —» TC —» D
D «— DA < I
TC F
(P=0.0001) (P=0.13)

Figura 6. Modelos de vias considerando la disponibilidad de alimento (DA), la tasa de

desarrollo (D), el tamafio corporal (TC) y la forma corporal (F). En letras verdes se

representan los modelos que poseen buen ajuste a los datos y con flechas verdes se indican

las vias que son significativas.

14



Cuando las variables fueron tomadas de a cuatro (dejando fija la
disponibilidad de alimento y variando otras tres variables de respuesta),
permitiéndose solo tres conexiones, se observd que los modelos que mejor se
ajustan a los datos son los siguientes: (1) Al relacionar la disponibilidad de
alimento, el estadio de desarrollo, la masa corporal, y la forma del cuerpo se
obtuvieron tres modelos con buen ajuste a los datos (Fig. 6): (i) la disponibilidad de
alimento determina la masa corporal, la que a su vez determina el desarrollo; la
forma corporal es determinada por la tasa de desarrollo (p = 0,64); (i) la
disponibilidad de alimento determina la masa corporal, la que a su vez determina el
desarrollo; la forma del cuerpo es determinada sélo por la disponibilidad de
alimento (p = 0,19); (iii) la disponibilidad de alimento condiciona a la masa corporal,
quien condiciona de forma independiente al estadio de desarrollo y a la forma del
cuerpo (p = 0,13). (2) Al relacionar la disponibilidad de alimento, el estadio
de desarrollo, la masa corporal, y la masa del intestino se obtuvieron dos modelos
con buen ajuste a los datos (Fig. 7): (i) la disponibilidad de alimento condiciona la
masa corporal y la masa del intestino en forma independiente, al mismo tiempo que
la masa corporal condiciona el estadio de desarrollo (p = 0,40); (i) la disponibilidad
de alimento condiciona la masa corporal y ésta, a su vez, condiciona de forma
independiente al estadio de desarrollo y a la masa intestinal (p = 0,19). Cuando se
toman conjuntamente estos resultados, los datos vuelven a sugerir que la
disponibilidad de alimento afecta el tamafio corporal, el que a su vez afecta la tasa
de desarrollo, y ésta ultima a la forma del cuerpo. La masa intestinal
probablemente sea afectada directamente por la disponibilidad de alimento, pero
un efecto indirecto a través del tamafio corporal no puede ser descartado.

Finalmente, se evalud el ajuste de distintos modelos con todas las variables,
permitiendo cuatro conexiones entre ellas, destinados principalmente a resolver las
ambigledades existentes en los modelos previos. En este caso se observd que los
modelos que mejor se ajustan a los datos son (Fig. 8): (i) la disponibilidad de alimento
condiciona de forma independiente a la masa corporal y la masa del intestino; la masa
corporal condiciona a la tasa de desarrollo y ésta ultima a la forma (p = 0,40); (ii) la
disponibilidad de alimento condiciona a la masa corporal, quien condiciona de manera
independiente a la masa del intestino y a la tasa de desarrollo; esta ultima variable
condiciona a la forma (p = 0,20); (iii) la disponibilidad de alimento condiciona
independientemente a la masa corporal, a la forma y a la masa intestinal, mientras que
la masa corporal determina la tasa de desarrollo (p = 0.16).

Entonces, considerando conjuntamente todos los analisis realizados hasta

aqui, se acepta que la relacion de causalidad méas probable es la siguiente: la
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disponibilidad de alimento condiciona la masa corporal; la masa corporal condiciona la
tasa de desarrollo; el estadio de desarrollo condiciona a la forma corporal;, y
finalmente, la masa del intestino viene dada por la disponibilidad de alimento de forma
independiente a los otros rasgos. De acuerdo con esto, cuando estas variables son
analizadas de forma pareada se observa que existe una fuerte correlacion entre ellas.
En particular, se observa que la disponibilidad de alimento se correlaciona

positivamente con la masa corporal y con la masa del intestino, la masa corporal se

DA —» TC —» D —> Tl DA —» TC —» TI —>» D
(P=0.004) (P=0.0001)
DA —» D —» TC —» Tl DA—>» p —» 171 —» TC
(P=0.0001) (P=0.0001)
DA > T > C D DA —» TI —» D —» TC
(P=0.0001) (P=0.0001)
DA
< RN
TC TI D
(P=0.0002) (P=0.0001) (P=0.0001)
TC —» D T —> TC m—D
DA < DA < DA <
Tl D TC
(P=0.40) (P=0.0001) (P=0.0001)

DA —» TC —» D

D<_DA.<:TI i

TC Tl

(P=0.0001) (P=0.19)

Figura 7. Modelos de vias considerando la disponibilidad de alimento (DA), la tasa de
desarrollo (D), el tamafio corporal (TC) y el tamafio intestinal (TI). En letras verdes se
representan los modelos que poseen buen ajuste a los datos y con flechas verdes se indican
las vias que son significativas.
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Tl D
TC TC <
TC DA < <: DA < -
D
F Tl

DA
Tl
P=0.0001 (P=0.069) (P=0.089)
(P=0.0001) .
TC —» D —» F DA e 5 .
DA <: > | — D —>
TI )
(P=0.40) TI (P=0.20)
T —» D F
. DA —>» TC D
Tl
(P=0.16) (P=0.04) Tl

Figura 8. Modelos de vias considerando la disponibilidad de alimento (DA), la tasa de
desarrollo (D), el tamafio corporal (TC), la forma corporal (F) y el tamafio intestinal (TI). En
letras verdes se representan los modelos que poseen buen ajuste a los datos y con flechas
verdes se indican las vias que son significativas. En letras anaranjadas se representan los

modelos con ajustes marginales (0,05 < P <0,1).

relaciona positivamente con la tasa de desarrolloy, finalmente, la forma del cuerpo
(i.e., relacion largo del cuerpo / largo total) se correlaciona negativamente con el

estadio de desarrollo (Fig. 9A-D).

5.3. Efectos no lineales de la disponibilidad de alimento
Los andlisis de correlacion cuadratica entre variables indican que (Fig. 9E-F): (1)
existe una relacidon (convexa) significativa entre la disponibilidad de alimento y el
estadio de desarrollo (considerado como los residuos con respecto a su principal
determinante, i.e., el tamafio corporal) y (2) existe una relacién (céncava)
marginalmente significativa entre la disponibilidad de alimento y la forma del cuerpo
(considerada como los residuos con respecto a su principal determinante, i.e., el

estadio de desarrollo).
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Figura 9. Correlaciones lineales entre: masa seca de la carcasa y disponibilidad de alimento
(A); estadio de desarrollo y masa de la carcasa (B); razon largo del cuerpo / largo total (forma) y
estadio de desarrollo (C); y masa seca del intestino y disponibilidad de alimento (D).
Regresiones cuadraticas entre la disponibilidad de alimento y el estadio de desarrollo (residuos
con respecto al tamafio corporal) (E), y entre la disponibilidad de alimento y la forma del cuerpo

(residuos con respecto al estadio) (F).
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6. DISCUSION

Diversos estudios demuestran la existencia de bases genéticas para las respuestas
plasticas (Pigliucci, 2001). Por ello, en el presente trabajo se decidié utilizar individuos
procedentes de una Unica puesta, lo que significa que todos ellos poseian genotipos
muy similares. Esta opcion metodoldgica, si bien no permite determinar la relevancia
de la variacion genética sobre la plasticidad, si permite determinar el efecto del
ambiente sobre las distintas variables fenotipicas consideradas. En este sentido, el
efecto del ambiente sobre las variables relacionas con el desarrollo en larvas de
anuros ha sido notado previamente por diversos autores. Por ejemplo, Laugen et al.
(2003) encontraron que si bien la tasa de desarrollo esta condicionada genéticamente,
los efectos ambientales (temperatura y alimentacion) pueden anular dicho
condicionamiento. Mas aun, algunos autores van mas alla de lo anterior, proponiendo
que la variacién en algunos rasgos del desarrollo (e.g., la edad a la metamorfosis) se
explica unicamente a través del efecto de factores ambientales (Lesbarréres et al.,
2007).

6.1. Efectos de la disponibilidad de alimento sobre la adecuacion biolégica

El hecho de que todos los rasgos analizados, salvo la mortalidad, fueran afectados por
la disponibilidad de alimento indica que las larvas de H. pulchellus tienen la capacidad
de realizar ajustes fenotipicos a fin de garantizar su sobrevivencia. En este sentido,
cabe destacar que en los dos tratamientos no incluidos en el analisis (0,17 y 0,67 mg
por dia) la mortalidad se distribuy6é igual que en los tratamientos que si fueron
considerados, es decir, los individuos fueron capaces de sobrevivir ain con cantidades
minimas de alimento. Este hecho pudo deberse a que la calidad del alimento
empleado (Hikari®) es mucho mayor que la calidad del alimento que pueden encontrar
los individuos en la naturaleza.

Sin embargo, el hecho de que la supervivencia no difiera entre grupos no
significa que la adecuacion futura de los organismos no sea afectada por la
disponibilidad de alimento. En este sentido, cabe mencionar que los distintos atributos
relacionados con el desarrollo, que si variaron entre los grupos experimentales,
pueden ser relevantes para el desempefio de los organismos, existiendo diversos
estudios que indican que los mismos estan directamente relacionados con la
adecuacion biolégica de los individuos post-metamérficos. Por ejemplo, Gervasi y
Foufopoulos (2008) afirman que individuos metamorfoseados tempranamente
muestran una deficiencia en la respuesta inmune frente a un antigeno dado. Ficetola y

De Bernardi (2006), por su parte, encontraron un compromiso entre el tiempo de
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metamorfosis y el largo de las patas traseras en individuos adultos, al tiempo que
Relyea y Hoverman (2003), probaron que la competencia entre larvas produce
juveniles de tallas pequefias con miembros relativamente mas cortos. Vale destacar,
que el largo de las patas traseras se relaciona directamente con la performance del
individuo, ya que afecta la capacidad de saltar, rasgo directamente relacionado con la

alimentacion y la rapidez de escape frente a depredadores.

6.2. Evaluacion de las hipotesis de partida

Como hemos dicho anteriormente, todos los rasgos fenotipicos considerados en este
estudio —en el cual la variacion genética no fue un factor en juego— variaron con los
tratamientos experimentales, es decir, respondieron de forma flexible a Ila
disponibilidad de alimento. Especificamente, se observd que a mayor disponibilidad de
alimento se obtienen mayor largo, volumen y masa corporal, mayor largo y masa del
intestino, y se alcanzan estadios de desarrollo mas avanzados en el mismo tiempo.
Este resultado puede interpretarse de la siguiente manera: una mayor disponibilidad
de alimento determina que los individuos obtengan una mayor cantidad de energia y
de nutrientes del medio, lo que les permite desarrollarse mas rapido y, por tanto,
alcanzar una mayor biomasa, tamafio general y tamafio de las diferentes estructuras.
Sin embargo, como veremos a continuacion, los resultados encontrados en este
trabajo no se ajustan completamente a esta idea.

Con respecto a la primera hipotesis de trabajo, aceptamos la tercer prediccion,
esto es, una mayor disponibilidad de alimento determiné tanto una aceleracion en el
desarrollo (i.e., estadios mayores al final del experimento) como un incremento en la
masa corporal para un estadio dado. Ademas, los andlisis de vias indican que la masa
corporal determina el estadio de desarrollo y no el estadio de desarrollo a la masa
corporal. Este hecho podria estar dado por la existencia de un umbral de masa
necesario para avanzar al proximo estadio de desarrollo. En este sentido, Wilbur y
Collins (1973; en Wells, 2007) proponen una hipétesis segun la cual cada especie
tiene un tamano tipico minimo que debe alcanzar antes de que la metamorfosis pueda
producirse, asi como un tamafo maximo que no puede ser superado en la etapa
larval. Estos autores afirman que cuando los recursos son abundantes, las larvas
crecen rapidamente y la mayoria de los individuos alcanza el tamafio maximo antes de
la transformacion. En contraste, cuando los recursos son escasos, tanto el tamafo
medio a la metamorfosis como el rango de variacién en dicha variable disminuyen, ya
gque las condiciones desfavorables para el crecimiento, determinan que las larvas se
transformen en o cerca del tamafio minimo. Posteriormente, Day y Rowe (2002)

formalizaron la hipotesis de Wilbur y Collins, mediante la construccion de un modelo
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matematico, y haciendo referencia no soélo al tamafio a la metamorfosis, sino a
umbrales de desarrollo. Estos autores afirman que muchas especies poseen estos
umbrales, que definen como un minimo tamafio o condicion que debe ser superado
antes de que pueda ocurrir cualquier transicién a la siguiente etapa del ciclo vital. Los
resultados por nosotros obtenidos —en cuanto a que la masa corporal determina la
tasa de desarrollo y no lo contrario— respaldan tanto la hipétesis de Wilbur y Collins
(1973) como el modelo de Day y Rowe (2002).

Por otro lado, nuestros resultados también concuerdan con diversos estudios
previos. Por ejemplo, Kehr (1989) postula, también para H. pulchellus, que al aumentar
la disponibilidad de alimento por individuo se incrementa el crecimiento longitudinal de
los mismos; este autor asegura que en condiciones de laboratorio, tanto el espacio
disponible como la competencia por el alimento son condicionantes del crecimiento
longitudinal en larvas de dicha especie. Crump (1981) estudio el tiempo y la talla a la
metamorfosis en relacion con la densidad de individuos, empleando como modelo a
Hyla crucifer. Al igual que nosotros, encontr6 que las altas densidades (i.e., baja
disponibilidad de alimento) determinan tiempos de desarrollo mayores y menores
tamafios al momento de la metamorfosis. Nuestros resultados concuerdan ademas
con los de LaFiandra y Babbitt (2004) quienes afirman que tratamientos con bajo nivel
de alimento resultaron en una reduccion en la tasa de desarrollo de las larvas. Sin
embargo, es importante notar que también existen estudios que reportan resultados
contrapuestos a los arriba mencionados. Por ejemplo, Alvarez y Nicieza (2002)
encontraron que la tasa de desarrollo responde a la temperatura ambiental pero no a
la disponibilidad de alimento, mientras que Rudolf y Rédel (2007), reportaron que con
la disminucién de la disponibilidad de alimento ocurre una aceleracién de la tasa de
desarrollo.

Con respecto a la segunda hipétesis, se observé que, efectivamente, la masa
del tracto digestivo se incrementé al aumentar la disponibilidad de alimento. Este
resultado concuerda con lo esperado por la teoria de digestion 6ptima (Sibly, 1981) y
con lo encontrado para diversos grupos de vertebrados (Naya et al., 2005; Secor &
Diamond, 1998; Strarck et al., 2007; Naya, 2008), al tiempo que es contrario a los
resultados obtenidos por Relyea & Auld (2004), Unico trabajo existente a la fecha para
larvas de anuros (Relyea & Auld 2004). En este sentido, Relyea y Auld (2004)
observaron que la competencia indujo a desarrollar intestinos relativamente largos, lo
gue determind un incremento en el tamafio relativo del cuerpo. A su vez, afirman que
mayores largos intestinales permiten a los individuos crecer de forma mas eficiente, y
por tanto, los renacuajos inducidos por alta competencia tienen una tasa de

crecimiento mayor que el fenotipo inducido por baja competencia (Relyea 2002b).
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Esta hipétesis, un tanto contra intuitiva, va en contra de los resultados obtenidos en el
presente trabajo. En nuestro caso, los individuos que tuvieron menor disponibilidad de
alimento mostraron tasas de desarrollo mas bajas y presentaron tanto largos del
intestino como largos corporales significativamente menores a los presentados por
individuos con mayor disponibilidad de alimento.

En referencia a la tercer hipétesis, los cambios en el tamafio del tracto digestivo
no se asociaron de la forma predicha a los cambios en la forma de los individuos. Por
el contrario, se observé que la relacién largo del cuerpo / largo total disminuy6
conforme aumentaba la disponibilidad de alimento, mientras que el tamafio del
intestino aumento con la disponibilidad de alimento. Una explicacion probable para
este hecho —a su vez concordante con los resultados obtenidos por el analisis de vias—
consiste en que los cambios en la forma asociados al desarrollo ontogénico sean
mucho mas notorios y relevantes que los cambios en la forma asociados al desarrollo
del aparato digestivo. En este sentido, a medida que el desarrollo avanza aumenta el
largo de la cola, pasando ésta a constituir el componente principal del largo total.
Desde esta perspectiva, nuestros resultados concuerdan con los de Relyea y
Hoverman (2003), quienes encontraron que individuos con alto grado de competencia
(i.e., baja disponibilidad de alimento) exhibian colas relativamente cortas y cuerpos
largos. Finalmente, vale mencionar que para verificar si realmente la morfologia
intestinal no se relaciona con la morfologia externa deberia de realizarse un nuevo
experimento, empleando una aproximacién mas certera a la forma del individuo e
intentando controlar los cambios en la forma asociados a los cambios ontogénicos

(e.g., menos grupos con mas individuos cada uno).

6.3. Efectos no lineales de la disponibilidad de alimento

La relacion no lineal entre el estadio de desarrollo y la disponibilidad de alimento
resultdé ajustar a una funcién cuadratica convexa. Se puede decir que a
disponibilidades de alimento bajas los individuos invierten la poca energia que
obtienen del medio en mantenerse y no en desarrollarse, a disponibilidades
intermedias se da un Optimo de la relacibn masa-estadio en donde los individuos
tienen el alimento necesario para alcanzar un desarrollo acelerado, y finalmente, a
disponibilidades de alimento altas los individuos invierten la energia, que excede la
necesaria para el desarrollo, en generar biomasa. En relacién a esto ultimo, se pueden
postular dos explicaciones posibles para el patron observado: (i) que el tiempo sea un
factor limitante del desarrollo y que por tanto no se pueda acelerar el desarrollo mas
all4d de cierto ritmo, independientemente de la energia disponible; y (i) que los

individuos interpreten la alta disponibilidad de alimento como indicador de que se
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hallan en un ambiente favorable (i.e., alta productividad, charcos de larga duracion) y
que por ello se aboquen a generar una mayor biomasa, a fin de metamorfosear con un
tamafio superior (que como se ha dicho antes podria repercutir en un mejor
desempeiio en la vida adulta).

La relacion no lineal entre la forma del cuerpo y la disponibilidad de alimento
resultd ajustar a una funcién cuadratica céncava. Esto implica que a bajas y altas
disponibilidades de alimento el largo corporal constituye la mayor parte del largo total
(i.e., la cola se desarrolla poco), mientras que a disponibilidades intermedias el largo
corporal es relativamente menor (i.e., la cola se desarrolla mas). Una posible
explicacién es que a bajas disponibilidades de alimento los individuos disminuyan lo
mas posible la inversion en la cola, empleando la poca energia obtenida en sobrevivir,
mientras que a altas disponibilidades de alimento el tamafio de la cola sea el
adecuado, pero exista un aumento relativo en tamafio corporal relacionado con un
mayor desarrollo del tracto digestivo. A disponibilidades de alimento intermedias se da
que la energia disponible es la necesaria para optimizar la tasa de desarrollo, y ocurre
gue, como parte del desarrollo ontogénico, la cola se desarrolla mucho en relacion al
cuerpo. No obstante, es importante reconocer que estas ideas deberian ser puestas a

prueba en un futuro con un disefio experimental adecuado.

6.4. Consideraciones finales y perspectivas

Como hemos mencionado a lo largo del texto, existen diversos estudios que
relacionan cambios en la disponibilidad de alimento con distintas variables asociadas
al desarrollo de los individuos. Por tanto, lo innovador de este trabajo es el estudio de
relaciones causales entre variables a partir de los andlisis de vias. En lo que a
nosotros concierne, no existia hasta el momento ningln estudio que evidenciara
causalidad entre los distintos atributos morfolégicos abordados en diversos estudios.
Debe tenerse en cuenta que los resultados obtenidos mediante analisis de vias son
relativos, en el sentido en que este andlisis solo relaciona las variables que uno incluye
en él. Es decir, puede que una variable evidenciada como causal directa de otra no lo
sea, Sino que exista otra variable (no incluida en el analisis) que medie entre ambas.
Sin embargo, las relaciones obtenidas son totalmente vdlidas aunque existieran
variables involucradas no incluidas (que, vale aclarar, siempre las hay).

Por otro lado, existen algunos estudios que relacionan la tasa de desarrollo y el
tamafio a la metamorfosis con la calidad de la dieta. A simple manera de ejemplo,
Kupferberg (1997) encontrd que la tasa de crecimiento se correlaciona positivamente
con el contenido de proteinas en el alimento consumido. Dado que la competencia,

ademas de reducir la cantidad de alimento per capita, puede llevar a los individuos a
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explotar diferentes recursos (obteniendo dietas de diferente calidad) seria interesante,
a futuro, abordar nuevos experimentos (factoriales) que combinen tanto la

disponibilidad de alimento como la calidad de los mismos.
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