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Resumen: El distanciamiento de poblaciones, sumado a la heterogeneidad de
habitat, puede ser un detonante para que exista variacion fenotipica en los
organismos, como respuesta a las transformaciones y cambios en la dinamica de
los ecosistemas, lo que incluye posibles ofertas diferenciales de algun recurso.

En este trabajo se evalud la variacibn morfométrica intraespecifica y la dieta de
Engystomops pustulosus en tres localidades del departamento de Sucre. Para esto
se recolectaron de forma manual 30 individuos por localidad en busquedas
nocturnas. Se tomaron 10 medidas corporales y se evalué mediante la técnica de
morfometria geométrica la variacion de la forma del craneo a partir de una matriz
con 15 landmarks. Se determiné la composicion de la dieta y la importancia relativa
de cada tipo de presa. Posteriormente se evaluo la relacion entre la morfometria y
las caracteristicas de la dieta de esta especie.

Se encontraron diferencias significativas entre localidades respecto a nueve
medidas morfométricas de los machos, solo el didmetro del ojo (DO) no mostro
diferencias asociadas a la localidad. Las hembras presentaron diferencias
significativas en todas las medidas. Solo en una localidad (Colosé, subregién
Montes de Maria) hubo diferenciacion significativa entre machos y hembras
respecto al tamafo, justificado por seis medidas. Los analisis multivariados,
permitieron discriminar y agrupar los individuos de las tres localidades.

El andlisis morfogeométrico permitio evidenciar diferencias en talla (tamafio de
centroide) y forma del craneo entre localidades. No se encontraron diferencias
significativas para el tamafio de centroide en relacion con el sexo en las localidades,
por otro lado, solo en una poblacion (Colosd) hubo diferenciacion significativa en la
forma del craneo respecto a esta variable.

Las termitas fueron el tipo de presa de mayor importancia en la dieta de
Engystomops pustulosus, seguido de hormigas y acaros. Lo individuos provenientes
de la localidad Santa Inés, mostraron mayor diversidad de presas en su dieta en
comparacion con el resto de localidades. Las caracteristicas de la dieta no se
correlacionaron con las variables morfométricas; sin embargo, el Partial Least-
Squares indicé que existe correlacion entre la composicion de la dieta y la forma del
créneo.

La especie respondio al gradiente ambiental evaluado, la variacion morfométrica
reportada en este trabajo podria tener un valor adaptativo importante, al igual que
la flexibilidad alimentaria.

Palabras claves: Morfometria, Cambios de forma, dieta, modificacion de habitat,
rasgos de respuesta.

Abstract: Population isolation, coupled with habitat heterogeneity can be a driver
for phenotypic variation in organisms, as they respond to changes in ecosystem
dynamics, including potential the differential offer of some resources.



In this research the intraspecific morphometric variation and the diet of Engystomops
pustulosus were evaluated in three locations in the department of Sucre. Thirty
individuals per site were manually collected at night, ten body measurements were
taken to each frog and the geometric morphometrics technique was used to assess
the variation of the skull shape from a matrix of 15 landmarks. The composition of
the diet and the relative importance of each type of prey were determined. The
relationship between morphometry and dietary characteristics of this species was
then evaluated.

Significant differences were found between localities with regard to nine
morphometric measures of males, only the diameter of the eye (OD) exhibited no
differences associated with the locality. Females presented significant differences in
all measurements. Only in one locality (Colos6, subregion Montes de Maria) there
was significant differentiation between males and females with respect to size,
justified by six measures. The multivariate analysis allowed to discriminate and
recover groupings of the individuals from the three localities.

The morphometric analysis showed differences in skull size (centroid size) and
shape between localities. No significant differences were found for centroid size in
relation to sex in localities, on the other hand, only in one population (Coloso) there
was significant differentiation in the shape of the skull with respect to this variable.

The termites were the most important prey type in the diet of Engystomops
pustulosus, followed by ants and mites. Individuals from the locality Santa Inés
showed a greater diversity of prey in their diet compared to the rest of localities.
Dietary characteristics were not correlated with morphometric variables; however,
Partial Least-Squares indicated that there is a correlation between diet composition
and skull shape.

The species responded to the environmental gradient evaluated; the morphometric
variation as well as the food flexibility reported in this work could have an important
adaptive value.

KeyWords: Morphometrics, shape changes, diet, habitat modification, response
traits
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INTRODUCCION.

El impacto de la modificacion del habitat afecta negativamente a muchas especies
de anfibios, que por sus caracteristicas fisiologicas y su biologia dependiente del
agua, se consideran como organismos vulnerables ante cambios en las condiciones
ambientales (Stuart et al., 2004). El nivel de respuesta de los anfibios a las
alteraciones del medio, depende de sus rasgos funcionales, de la historia de vida
de las especies y en ultimas de la capacidad adaptativa (Vitt y Caldwell 2014; Cortés
et al., 2015). La heterogeneidad de los entornos naturales posibilita la diferenciacion
de individuos y el desarrollo de nuevos rasgos o variantes de los ya existentes en
respuesta al cambio, esto puede ocurrir a nivel intra e interpoblacional (Silva et al.,
2008; Vieira et al., 2008; Marin, 2010; Baraquet et al., 2012).

A nivel intraespecifico la variacion geogréfica de caracteres morfométricos en
anfibios esta bien documentada, (Vieira et al., 2008; Amor et al., 2009; Bidau et al.,
2011; Zaragoza, 2013; Baraquet et al. 2012), este enfoque se ha evaluado en
gradientes altitudinales (Campo, 1995) y latitudinales (lturra-Cid et al., 2010;
Armijos-Ojeda, 2012), asi mismo entre diferente biozonas en donde variables
ambientales como la temperatura, humedad y radiacion anual se consideran las
principales factores que generan diferenciacion (Zaragoza, 2013; Baraquet et al.
2012).

La variacion intraespecifica puede obedecer a dos factores causales, el primero
implica adaptacion local, que se da cuando ocurre diferenciacién genética entre
poblaciones como consecuencia del aislamiento geografico y los organismos se
desarrollan bajo diferentes presiones de seleccion; el segundo factor es la
plasticidad fenotipica, que hace referencia a la capacidad intrinseca que poseen lo
individuos al poder expresar diferentes fenotipos a partir de un mismo genotipo en
respuesta a la heterogeneidad ambiental (la norma de reaccién) (Salgado y Paz,
2015). La plasticidad fenotipica se da como resultado de la interrelacion de factores
genéticos y ambientales y obedece en la mayoria de los casos a una forma de
respuesta de los individuos a los cambios en su habitat, es muy comun que muchas
especies expresen algun tipo de variacién morfoldgica fisiol6gica o conductual; la
trascendencia de esta variante en las poblaciones la determina la funcionalidad de
los diferentes rasgos de respuesta (Vieira et al., 2008; Baraquet et al., 2012).

El tamafno corporal y los rasgos de historia de vida son cruciales para la
supervivencia de los organismos de una especie, pues por un lado las dimensiones
corporales se relacionan con el uso de recursos, rendimiento locomotor y la relacion
depredador-presa (Atkinson, 1994; Smith y Van Buskirk, 1995), mientras que los
rasgos de historia de vida definen el fitness de los individuos y las variaciones en
estos se asocia con fluctuaciones en la disponibilidad de algun recurso (Vitt y

11



Caldwell 2014; Cortés et al., 2015).

En la regidon Caribe colombiana se ha reportado alarmantes tasas de transformacion
de los ecosistemas naturales, alli se incluye la bien documentada disminucion de la
extension original del bosque seco tropical, que se calcula en la actualidad a tan
solo un 8% (Pizano y Garcia, 2014; Carvajal-Cogollo, 2014). El predominio de
grandes coberturas de paisajes rurales en las tierras bajas del Caribe colombiano,
especialmente en el departamento de Sucre, donde estos se caracterizan por incluir
matorrales, areas de pastizales, pequefios relictos de bosque, cultivos y areas
urbanas, ha despertado gran preocupacion en torno a la fauna que ahi coexiste
(Carvajal-Cogollo, 2014; Bernal-Gonzalez, 2014).

Ya se ha dicho que la transformacion de los ecosistemas, se da en detrimento de la
diversidad biolégica y afecta los balances ecolégicos y funcionales esenciales para
los organismos (Cushman, 2006; Bernal-Gonzalez, 2014).

La fauna anfibia en las bajas altitudes del Caribe colombiano es muy homogénea y
se caracteriza por presentar gran niumero de especie generalistas en la explotacion
de recursos como tiempo de actividad, dieta y microhabitat (Romero y Lynch, 2012;
Acosta-Galvis, 2012; Bernal-Gonzalez, 2014). Sin embargo, las restricciones
ecofisiolégicas de este grupo de vertebrados y su poca vagilidad, los hacen muy
vulnerables a los cambios en el ambiente, por lo cual es factible pensar que la
conversion masiva de areas boscosas en agroecosistemas, puede estar generando
presiones ambientales importantes en las poblaciones de anfibios en esta region
del pais. Los efectos de la transformacion del habitat pueden expresarse como
respuestas diferenciales de los organismos en poblaciones dentro de un gradiente
de transformacién, en el cual puede haber distintos grados de estructuracion vegetal
y usos del suelo (Flynn et al. 2009; Urbina-Cardona y Reynoso 2005; Corral-Gémez,
2013). Estos efectos desde luego serian medibles a través de los rasgos de
respuesta en distintas poblaciones de una especie. En este sentido y bajo esta
premisa se planteé estudiar la variacién en los rasgos morfométricos y de historia
de vida (dieta), en la especie E. pustulosus en tres localidades del departamento de
Sucre, que muestran diferencias en la estructura vegetal, en el grado de alteracion
pasada y presente y en las condiciones fisiogeograficas (Aguilera, 2005).

La morfometria geométrica (Bookstein 1991, Rohlf & Marcus 1993, Adams et al.
2004, Zieldich et al. 2004), ha sido utilizada con éxito para evaluar diferencias
intraespecificas en especies de anfibios (Birch, 1999; Larson, 2002; Vieira et al.,
2008; Ponssa y Vera, 2012), ésta técnica se soporta sobre analisis estadisticos
multivariados (Toro et al., 2010), que permiten evaluar la variacién de las formas
biol6gicas, permitiendo conservar sus caracteristicas geométricas intrinsecas. La
MG ha mostrado ser muy util en el estudio de aspectos ecomorfologicos en especies
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de anfibios (Kaliontzopoulou, 2011), en este sentido se han introducido nuevos
enfoques en el analisis de la correlacion de la forma y variables ecolégicas, como la
dieta (Adams y Rohlf, 2000).

Engystomops pustulosus es una especie de rana de la familia Leptodactylidae, que
se distribuyen desde el este y sureste de México hasta el norte de Suramérica
(Cuentas et al., 2002); en Colombia tiene ocurrencia en las regiones Andina,
Orinoquia, Caribe y Pacifico entre los 0-1400 m de altitud (Acosta-Galvis, 2012;
Romeroy Lynch, 2012). Es muy comun en todo el departamento de Sucre y muestra
ocurrencia en diferentes tipos de habitats (Blanco-Torres, 2009; Acosta-Galvis,
2012). El objetivo del presente trabajo fue evaluar la variacibn morfométrica y la
dieta de E. pustulosus en tres localidades del departamento de Sucre, haciendo uso
de las técnicas de morfometria tradicional y morfometria geométrica.

OBJETIVOS.

Objetivo general

Determinar la variacion morfometrica y la dieta de la especie Engystomops
pustulosus en tres localidades del departamento de Sucre.

Objetivos especificos

e Evaluar la variacion morfométrica en tres poblaciones de la especie
Engystomops pustulosus en el departamento de Sucre, por medio de medidas
morfométricas y morfometria geométrica.

e Analizar la dieta de la especie y evaluar su posible relacion con los aspectos
morfométricos individuales.

e Determinar la covariacion entre las variables de la forma y la composicién de la
dieta en E. pustulosus.

JUSTIFICACION.

En Colombia el bosque seco tropical y las sabanas antropizadas, propias de algunas
zonas del Caribe cuentan con una baja riqueza de especies de anfibios, en
comparacion con otras zonas del pais; asi mismo, el bajo endemismo que se
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presenta en la region Caribe, se ha explicado por las condiciones ambientales de
baja humedad y alta radiacion (Lynch et al., 1997; Aguilera, 2005). Los ensamblajes
de especies de anuros de tierras bajas del Caribe colombiano, habitan ecosistemas
fuertemente alterados por la accion antropica (Acosta-Galvis, 2012). Estos
organismos se encuentran a expensas de la disponibilidad de recursos hidricos,
debido a sus caracteristicas fisiolégicas y su compleja reproduccion, dependiente
de agua (Duellman y Trueb, 1994). El departamento de Sucre cuenta con cerca de
26 especies de anfibios reportadas; dentro de las cuales, la subfamilia Leiuperinae
esta representada por tres especies: Engystomops pustulosus, Pleurodema
brachyops y Pseudopaludicola pusilla (Acosta-Galvis, 2012). Las especies de esta
subfamilia tienen ocurrencia en la mayor parte del departamento y se cree que son
especies comunes, bien establecidas, con una gran tolerancia al clima seco y que
ademas muestran un uso similar de recursos, por ende deberian estar sometidas a
las mismas presiones ambientales (Blanco-Torres et al., 2009).

El departamento de Sucre se ha dividido en cinco subregiones fisiograficas (Montes
de Maria, Golfo de Morrosquillo, Sabanas, San Jorge y Mojana); los ecosistemas
presentes en cada zona y sus condiciones ambientales se consideran relativamente
diferentes y, ademas, se pueden ubicar en un gradiente de perturbacion antrépica
(Aguilera, 2005), de zonas mas alteradas como las que corresponden a la subregion
Sabanas, hasta las mas conservadas como las de la subregion Montes de Maria. A
lo largo de sus extensiones se registran algunas diferencias en torno a la vegetacion
y los regimenes hidroldgicos, estas caracteristicas desde luego puede condicionar
la existencia de distintos microclimas y microhabitats en esta zona del pais y ser el
detonante para que los individuos desarrollen adaptaciones, correlacionadas con
elementos de los ambientes en que habitan, asi mismo para el surgimiento de
variaciones fenotipicas y genotipicas, producidas por factores como el aislamiento
geografico, el grado de transformacion del suelo, la vegetacion y debido a
diferencias en la disponibilidad de recursos (Ernst y Rodel, 2005; Blanco-Torres et
al., 2009).

Se podria pensar que los anfibios son propensos a mostrar altos niveles de
variabilidad morfolégica y genética debido al aislamiento geografico en que se
encuentren sus poblaciones, si se tiene en cuenta la poca capacidad de dispersion
de estos organismos, que en su mayoria estan fuertemente asociados a cuerpos de
agua y zonas humedas (Driscoll, 1998; Duellman y Trueb, 1994). Saber de qué
manera se dan las variaciones genéticas y morfolégicas en poblaciones de una
misma especie es importante para comprender sus procesos adaptativos y
ecologicos (Prohl et al., 2010), ya que el grado de variacion genotipica o fenotipica
de un organismo dentro de una poblacion define aspectos importantes de su
biologia, ecologia y garantiza en términos generales su eficacia biologica
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(Tryjanowski et al., 2006). Por otra parte, una alta variacion genotipica y fenotipica
en poblaciones alopatricas que estén bajo condiciones diferentes, puede derivar en
procesos de diferenciacion de subgrupos de una misma especie (Amor et al., 2011).

En este sentido, el presente trabajo contribuird a mejorar nuestro conocimiento
sobre la ecologia y la variacion morfometrica entre poblaciones de la especie
Engystomops pustulosus; también ayudara a comprender como se diferencian los
individuos distribuidos en tres subregiones del departamento de Sucre; se estudiara
la diferenciacion morfometrica y la dieta, como rasgos de respuesta en poblaciones
de E. pustulosus, que son temas que aun no se han trabajado en este grupo
taxondmico en el departamento, pues la mayoria de los trabajos realizados
anteriormente, tienen un enfoque meramente taxonémico y fueron realizados con el
objetivos de generar listados de especies (Acosta-Galvis, 2012; Romero y Lynch,
2012; Galvan-Guevara et al., 2009).

Lo que motivé el planteamiento de este estudio fue en primera instancia la
necesidad de evaluar la posible variacién entre poblaciones de la especie estudiada
en el departamento y tratar de entender como se dan tales eventos de
diferenciacion. La informacion resultante puede ayudar a evaluar los efectos que
podria tener la destruccion del habitat sobre esta especie de anfibio, asi mismo
contribuird a entender como ocurren algunos procesos adaptativos en este grupo,
lo cual es importante en un escenario de cambio global. La ausencia de trabajos
que aborden estos topicos de la ecologia de las poblaciones de anuros en Colombia
fue algo que también orientd esta investigacion hacia el estudio del fenémeno de la
variacion interpoblacional.

ANTECEDENTES:

Las variaciones fenotipicas y genotipicas ocurren con frecuencia en poblaciones de
especies que se encuentren separadas geograficamente y que ocurren en habitats
diferentes, cada uno con condiciones propias de temperatura, luminosidad,
humedad y de recursos disponibles; como consecuencia, la interrupcion de flujo
genético, la acumulacion de micromutaciones o la deriva genética podrian
coadyuvar a estos eventos de diferenciacion de las poblaciones en el ambiente
natural (Silva et al.,, 2008; Ashton, 2002). La heterogeneidad de los entornos
naturales posibilita la diferenciacién de individuos y el desarrollo de la plasticidad
fenotipica de los mismos, en respuesta al cambio; en ese sentido todos los
individuos poseen una norma de reaccion producto de la interrelacion de factores
genéticos y ambientales, que derivan en un fenotipo con viabilidad en un ambiente
dado (Amor et al., 2011; Silva et al., 2008).
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Variacion morfoldgica: Las variaciones mas comunes estan relacionadas con el
tamafo corporal y la pigmentacion, aunque estudios recientes han mostrado que
también ocurre un tipo de flexibilidad digestiva que con frecuencia expresan algunos
mamiferos pequefios y ectotermos como lo anfibios (Baraquet et al., 2012; Marin,
2010; Naya et al., 2008; Naya y Bozinovic, 2004; Vences et al., 2002).

La variacion fenotipica como efecto de diferenciacion adaptativa ha sido estudiada
en muchos grupos de endotermos y ectotermos, para los cuales se ha documentado
que existe tal variacion tanto a nivel intraespecifico como interespecifico; autores
han asociado estos eventos con variaciones ambientales y genéticas, ademas se
considera la disponibilidad de alimento como un factor importante en ciertos grupos
(Ashton et al., 2000; Amor et al., 2011; Silva et al., 2008; Ashton y Feldman, 2003;
Baraquet et al., 2012).

En anfibios los estudios de variacién morfologica intraespecifica en poblaciones
separadas geogréaficamente han revelado gran variacion en el tamafio corporal y
caracteristicas alométricas propias en ciertas especies (Zaragoza, 2013; Amor et
al., 2011; Cvetkovic et al., 2008; Silva et al., 2008), un ejemplo de esto es el trabajo
realizado por Baraquet et al. (2012), en ranas de la especie Hypsiboas cordobae,
donde con el uso de 15 medidas morfométricas pudieron demostrar la variacion
morfolégica que presentan estas especies en seis poblaciones de las provincias de
Cordoba y San Luis, Argentina; Marin (2010) por su parte encontré resultado
similares en ranas de la misma familia (Hylidae) reportando alta variabilidad
morfométrica entre poblaciones.

Técnicas para el estudio de la variacion morfolégica: El estudio de la variacién
morfolégica hace uso de las técnicas morfométricas comunes y las mas
especializadas, permitiendo determinar a partir de las dimensiones y de la forma
cuantificada, la variacién propiamente dicha y con un sentido biolégico (Toro et al.,
2010; L6pez, 2015; Cazorla y Acosta, 2003); en la actualidad existen dos enfoques
en los estudio morfométricos: el de la morfometria lineal o tradicional y el de la
morfometria geométrica.

Morfometria tradicional: Este tipo de morfometria aborda los organismos mediante
el uso de medidas lineales, como largo total (LT) o ancho de la cabeza (AC), que
son medidas que aportan, desde luego, valiosa informacion sobre los organismos
estudiados en términos de sus unidimensionalidades, con la ayuda de las
herramientas estadisticas univariadas y multivariadas (Marcus, 1990).

Ha sido documentado el uso de esta técnica en diferentes enfoques al momento de
estudiar la diversidad de organismos vivos, desde estudios taxondmicos hasta
ecoldgicos, un ejemplo de esto es el trabajo de Amor et al. (2011), en el cual se
evaluo la variacion morfolégica del sapo verde africano Bufo boulengeri, aplicando
morfometria tradicional con 10 medidas morfométricas, combinada con analisis

16



multivariados y univariados, los autores encontraron diferencias significativas para
el tamafio corporal entre poblaciones de las regiones estudiadas, estas diferencias
fueron asociadas a un alto grado de plasticidad fenotipica en la especie y a factores
ambientales locales, dado que el tamafio aumenta de norte a sur. La morfometria
tradicional combinada con analisis multivariados resulta ser una técnica potente al
momento de estudiar la variacion intraespecifica en poblaciones naturales
(Baraquet et al., 2012; Marin, 2010; Silva et al., 2008).

Morfometria geométrica: Importantes avances se han logrado con la integracion de
herramientas computacionales para analisis, no solo de morfometria tradicional,
sino también en el estudio de la forma pura basado en coordenadas cartesianas lo
gue se conoce como Morfometria Geométrica (MG), en esta técnica se usan
landmarks o puntos anatémicos de referencia (PAR) para reconstruir la forma de los
individuos estudiados y reflejar la variacion que estos presentan en términos
cuantitativos (Vieira et al., 2008; Calle et al., 2008; Klingenberg, 2013). El andlisis
generalizado de Procrustes es la metodologia que fundamenta la técnica y esta a
su vez tiene de base tedrica la definicion de forma establecida por David Kendall
(1977) “Forma es toda la informacion geométrica que resulta de retirar los efectos
de la posicion, escala y rotacion de un objeto”, esta delimitacion tedrica es en
resumen lo que se logra al aplicar una transformacion de Procrustes a los datos
morfogeométricos, que es extraer aquellos componentes que no define la forma
(Toro et al., 2010).

La morfometria geométrica revela la variacion que hay entre los organismos,
conservando su sentido biolégico y permitiendo visualizar cada uno de los cambios
de la forma; estas ventajas permite superar las limitaciones de la morfometria
tradicional (Toro et al., 2010). Recientes estudios han mostrado como la nueva
tendencia de la morfometria geométrica resulta mas efectiva en los andlisis
morfologicos respecto a la técnica basada en medidas lineales. Un ejemplo de esto
es el estudio de Moreno et al. (2013) donde aplicaron ambas técnicas para estudiar
la variacion morfométrica de seis subespecies de la lagartija Phrinosoma orbiculares
y encontraron que la morfometria tradicional no permitié definir las subespecies en
grupos distintos, mientras que con la morfometria geometria pudieron diferenciar
tres de estas subespecies en base a diferencias en la forma de estructuras
anatomicas. De igual manera Zaragoza (2013) no pudo delimitar claramente
especies de tritones del género Calotriton usando solo medidas morfométricas.
Hoyos et al. (2003) estudiaron la posible divergencia morfométrica entre Bothrops
axtrox y Bothrops asper con la técnica tradicional, pero debido a que las medidas
morfométricas tomadas no parecian tener sentido biolégico recomendaron hacer
estudios con morfometria geométrica para poder determinar la variacion entre estas
especies. En muchos organismos modelos y también en diversos enfoques el uso
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de morfometria geométrica ha justificado la variacion a nivel intra e interespecifico,
ejemplo de ello son los trabajos de: Gamboa y Arrivillaga (2010) en un analisis
morfométrico de cuatro especies simpatricas de PlecoOpteros; Moreno-Fonseca y
Amat-Garcia (2016) en un estudio de morfoecologia de gremios en escarabajos
pasalidos; Pedraza y Campos (2007) en el estudio sobre la variacion morfolégica
del gondpodo del cangrejo Stregeriana maniformis; Garcia et al. (2011) en su
estudio morfologico de peces Characiformes; Bechara y Liria (2012) delimitaron
taxondmicamente cuatro especies de Buthidae y una de Scorpionidae; Cazorla y
Acosta (2003) caracterizaron especies de Lutzomyia con el uso de esta técnica.

Los estudios en especies de anfibios a pesar de ser pocos muestran gran resolucion
con el uso de la técnica morfogeométrica; en estudios ontogénicos Ponssa y Vera
(2012) estudiaron los patrones de desarrollo del craneo en ranas de la familia
Leptodactylidae, encontrando con esta técnica un alto grado de variacion alométrica
debida al crecimiento; Larson (2002) aplic6 morfometria lineal y geométrica para
estudiar los cambios que presenta el condrocraneo durante el desarrollo larvario de
Rana sylvatica. La morfometria geométrica permitié en ambos casos visualizar los
cambios de la forma de las estructuras de individuos metamorficos. En anuros
posmetamorficos es incipiente la informacién documentada sobre el uso de la
técnica; se destaca el trabajo de Vieira et al. (2008), quienes estudiaron la variacion
intraespecifica en una poblacién del sapo neotropical Proceratophrys cristiceps
aplicando morfometria tradicional y geométrica; los autores pudieron comprobar la
existencia de dos morfotipos simpatricos de la especie que se soportan en
diferencias encontradas en la forma del craneo y en el patrén de coloracién. lvanovic
et al. (2011) evaluan las relaciones filogenéticas entre subespecies del tritdn
Lissotriton vulgaris, analizan datos moleculares, ademas de la variacién del tamafio
y la forma del crdneo de los individuos, con lo que sustentan las diferencias entre
dos subespecies. Birch (1999) estudia la variacion intraespecifica en Bufo marinus
(=Rhinella marina), aportando datos sobre la variacion alométrica en el craneo de
esta especie. Dayton et al. (2005) estudio la relacidén entre la forma del cuerpo en
larvas de anuros y la capacidad que estos tenian para responder ante
depredadores, este estudio sugiere que colas mas anchas y cuerpos pequefios
optimizan la capacidad de respuesta de las larvas frente a los depredadores.

Otros estudios muestran como la morfometria geométrica ha permitido relacionar
caracteristicas biomecanicas y morfométricas con aspectos de la dieta en
poblaciones simpatricas y alopatricas de dos especies de salamandras (Adams y
Ronhlf, 2000). Para el caso de estudios taxonémicos, recientemente Acevedo et al.
(2016) reevaluaron el estatus taxonémico de Rhinella marina, con técnicas
moleculares analizando dos genes mitocondriales y con morfometria geomeétrica
usando 23 landmarks para reconstruir la forma del craneo de especimenes de
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diferentes poblaciones del este y el oeste de la cordillera de los Andes; los autores
encontraron diferencias significativas entre dos grupos geograficos de la especie, a
nivel genético y morfométrico, reflejando la variacion morfolégica y diferenciacion
genética que presentan los individuos de las poblaciones del este y el oeste, y con
base en ello soportaron la existencia de dos morfotipos de la especie dentro del
complejo taxondmico Rhinella marina, antes mencionado por otros autores (Slade
y Moritz 1998, Vallinoto et al. 2010; Sequeira et al. 2011).

La morfometria geométrica es una potente herramienta para estudios ecoldgicos,
taxondmicos y ontogénicos, porque permite evidenciar la variacion propiamente
dicha, asociada a las variables y dimensiones biologicas de la especie (Davis et al.,
2016); ademas, es importante para comprender la interaccion entre el fenotipo, el
genotipo y el ambiente, principalmente en poblaciones de anfibios (Vieira et al.,
2008).

Estudios con la especie:

En Colombia la subfamilia Leiuperinae cuenta con tres representantes para la region
Caribe Pleurodema brachyops, Pseudopaludicola pusilla y Engystomops
pustulosus, esta Ultima es una especie neotropical, conocida cominmente como
sapito tungara, debido al sonido caracteristico de sus vocalizaciones, es habitante
de zonas con baja altitud y es capaz de reproducirse en cuerpos de agua temporales
donde construye nidos de espuma que garantizan el desarrollo y supervivencia de
huevos y renacuajos (Ryan, 1985; Acosta-Galvis, 2012); su rango de distribucion
abarca gran parte de Centroamérica hasta el norte de Suramérica, en Colombia se
encuentra presente en las regiones Andina, Orinoquia, Caribe y Pacifico entre los
0-1400 m de altitud (Acosta-Galvis, 2012; Romero y Lynch, 2012).

Engystomops pustulosus ha sido un buen modelo de estudio de la seleccién sexual
y la comunicacién en anfibios, pues se han desarrollado algunas investigaciones de
conducta, variacion y ecologia entorno a las vocalizaciones que realizan los machos
de esta especie como mecanismo para atraer pareja o0 como canto de advertencia
entre los individuos de una poblacién, la mayoria de estos trabajos han sido
adelantados en zonas de distribucion de la especie entre Panama y Costa Rica
(Green, 1990; Ryan et al., 1996, Ryan, 1998). A lo largo de toda esta region se ha
documentado ademas el estado de las poblaciones y la diversidad genética de E.
pustulosus y debido a esto se conocen algunos aspectos de la genética de
poblaciones de la especie a mayor y menor escala (Lampert et al., 2003; Prohl et
al., 2010).

Los avances en la utilizacion de marcadores moleculares informativos, alozimas y
segmentos de genes mitocondriales ha permitido dilucidar una parte de la historia
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evolutiva de esta especie en su actual rango de distribucion, estudios confirman la
existencia de dos linajes alopatricos divergentes, uno hacia el norte y otro al sur en
la vertiente del centro de Costa Rica (Prohl et al., 2010). A pesar de esto no se tiene
informacion documentada sobre los procesos adaptativos de la especie en habitats
diferentes, ni sobre el efecto que puede tener la transformacion del suelo y la
vegetacion en la diversidad y estructura genética de las poblaciones, de igual forma
el poco conocimiento existente sobre caracteres funcionales de respuesta al
ambiente en la especie son muy incompletos, Unicamente Cannatella y Duellman
(1984) en una revision del complejo de especies del grupo Physalaemus pustulosus,
abordan algunos aspectos de la variacidon morfolégica de la especie en 9 localidades
a lo largo de su rango de distribucion; los autores reportan diferencias en los
patrones de coloracién dorsal y ventral, asi como en el patron de pustulas de la
regiéon dorsal, ademas en dicho trabajo so6lo evaluaron la variacion interpoblacional
para la medida morfométrica longitud rostro-cloaca (LRC), en la cual encontraron
diferencias significativas que no pudieron ser asumidas como variacion clinal. En
adicién, Nascimento et al. (2005), también en una revision de las especies del
género Physalaemus, reportaron, dimorfismo sexual en la especie para las medidas
morfométricas, longitud rostro cloaca (LRC) y el ancho (AC).

Algunos aspectos de la dieta de la especie ya han sido evaluados en anteriores
trabajos (Vifia, 2015; Blanco-Torres, 2009; Gonzéles-Durén et al., 2012), pero no se
conoce si los recursos son explotados diferencialmente a nivel espacial o temporal,
ni se ha mencionado algun papel adaptativo de la dieta en ambientes diferentes. Se
ha planteado que las caracteristicas de la dieta en anuros estan muy relacionadas
con el tamafo corporal y la forma de la cabeza (Mufioz-Guerrero et al., 2007; Biavati
et al., 2004), esto ha sido entendido como un mecanismo que flexibiliza la
competencia intraespecifica y reduce el solapamiento de nicho tréfico con especies
sintopicas, debido a que las especies o individuos de diferente talla explotan
recursos distintos en el mismo habitat (Mufioz-Guerrero et al., 2007; Blanco-Torres,
2009). Esto es muy importante a nivel ecolégico debido a que el uso y reparticion
de los recursos alimentarios, determina la estructura de los ensamblajes de anuros
(Toft, 1980 ,1985; Miyamoto, 1982; Mufoz-Guerrero et al., 2007; Blanco-Torres,
2009); asi la disponibilidad de este recurso a nivel local puede definir los grados de
competencia entre individuos coexistentes; en tal caso, la plasticidad alimentaria y
las estrategias generalistas contribuiran a mantener un equilibrio en los dos
dominios tréficos posibles depredador-presa y depredador comun-competidor
oportunista (Muiioz-Guerrero et al., 2007).
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MARCO CONCEPTUAL.

Especie estudiada

El sapo tungara Engystomops pustulosus (Cope, 1864), pertenece a la familia
Leptodactylidae, subfamilia Leiuperinae y al género Engystomops, esta Ultima
categoria taxondmica fue revalidada en la revision del género Physalaemus hecha
por Nascimento et al. (2005). Filogenéticamente el género Engystomops se
encuentra dividido en dos clados hermanos bien definidos: Duovox y Edentulus.
Engystomops pustulosus pertenece al clado Edentulus, caracterizado por la
ausencia de dientes vomerinos, junto a E. freibergi y E. petersi, mientras que en el
grupo Duovox, que presenta dientes, se encuentran incluidas las especies E.
pustulatus, E. puyango, E. guayaco, E. coloradorum, E. montubo y E. randi (Ron et
al., 2006).

Engystomops pustulosus esta distribuida desde el este y sureste de México hasta
el norte de Suramérica (Cuentas et al., 2002), en Colombia tiene ocurrencia en las
regiones Andina, Orinoquia, Caribe y Pacifico entre los 0-1400 m de altitud (Acosta-
Galvis, 2012; Romero y Lynch, 2012).

Los individuos de esta especie son ranas de pequefio tamafio que se caracterizan
por tener la textura de su piel y la membrana timpanica tuberculada, glandulas
parétidas, tubérculo tarsal y por carecer de dientes vomerinos; la superficie de su
dorso toma coloraciones entre marron y marron oscuro (Figura 3), consta ademas
de diferentes patrones formados por pequefios tubérculos y manchas irregulares
(Cannatella y Duellman, 1984). Es una especie comun en tierras bajas, que habita
charcas temporales, pastizales y la hojarasca en bosques secos, no presenta una
estacionalidad marcada pero sus tendencias reproductivas se asocian con altas
precipitaciones (Acosta-Galvis, 2012). En el momento de la reproduccion los
machos de esta especie realizan vocalizaciones en los cuerpos de agua y alrededor
de estos, en ocasiones suelen flotar en el agua y emitir cantos generalmente
compuestos para atraer a las hembras; esta especie construye nidos de espuma
para proteger sus huevos de la desecacion, en esta labor pueden participar uno o
mas individuos. Presentan dimorfismo sexual en el tamafio, los machos que son de
menor tamafio que las hembras, se caracterizan por tener un saco vocal subgular
simple que les permiten emitir vocalizaciones; presentan ademas un cayo nupcial
en la primera falange en sus extremidades anteriores, con el cual es facil su
diferenciacion (Tarano, 2010; Ryan, 1985; Downie, 1988).

Engystomops pustulosus es una especie comun y de amplia distribucién que se
encuentra en la categoria <<preocupacion menor - LC>> segun los criterios de la
Union Internacional para la Conservacién de la Naturaleza (UICN), y no se
encuentra incluida en los apéndices CITES, los cuales restringen el comercio de
especies silvestres amenazadas (CITES, 2017).
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Figura 1. Aspecto de individuos de E. pustulosus, a la izquierda un individuo con
tonalidad claray a la derecha individuos en amplexus con tonalidad oscura. Fuente:
Jorge Diaz.

Variacién morfologica.

Comprende diferentes procesos de diferenciacién de rasgos fenotipicos, ya sea en
individuos de una especie (variacion intraespecifica) o entre especies (variacion
interespecifica); en este caso se relaciona solo con caracteristicas morfométricas
cuantitativas y aspectos morfolégicos cualitativos como son la pigmentacion y las
formas bioldgicas (Salgado-Negret, 2015).

Existen tres tipos de variacion intraespecifica segun Salgado-Negret (2015):

-Variabilidad entre poblaciones, que hace referencia a las diferencias que pueden
existir para una determinada caracteristica, entre poblaciones de una misma
especie, Salgado-Negret (2015) propone que ésta puede ser generada por dos
procesos, el primero se basa en diferencias genotipicas (adaptacion local) y el
segundo por respuestas plasticas (norma de reaccion) de las especies a la
heterogeneidad ambiental, ejemplo de esto es la variacibn en tamafio o
pigmentacién reportada para algunas especies de anfibios (Zaragoza, 2013,
Baraquet et al. 2012).

-Variabilidad entre individuos, esta se da entre los individuos de una poblacion y
puede ser generada por el surgimiento de polimorfismos o distintos genotipos y sus
respuestas diferenciales ante factores como cambios en su ambiente, disponibilidad
de recursos, interacciones bidticas o cambios durante la ontogenia, se observa
cuando se desarrollan diferentes morfotipos de una especie dentro de una poblacién
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(Vieira et al., 2008).

-Variabilidad dentro del individuo, generada por factores intrinsecos, durante la
ontogenia o por mutaciones, esto se ha observado por ejemplo en la pigmentacion
de gonadas en algunas especies de anfibios, donde se observa en un mismo
individuo un testiculo melanico y otro sin ningun tipo de pigmentos (Zornosa, 2011).

Morfometria lineal.

La morfometria tradicional sigue siendo una importante herramienta en estudios
taxondmicos, ecoldgicos y ontogénicos, incluso el poder obtener rasgos métricos de
los individuos es indispensable para la descripcion de nuevas especies. Muchos
holotipos de diferentes taxones que han sido descritos hasta la actualidad se han
caracterizado principalmente en base a sus dimensiones morfométricas y en
muchos casos se hace necesaria la morfometria para delimitar especies, como
ocurre por ejemplo con especies de murciélagos del género Artibeus, A. jamaicensis
y A. planirostris (Linares, 1998) en las cuales la morfometria puede ayudar a
diferenciarlas en campo. La confiabilidad de las medidas morfométricas y del
andlisis cuantitativo que se haga, esta determinado en todos los casos por la
precision de la herramienta de medicion y por la experiencia del investigador;
aunque para el caso de los individuos que muestran cambios conformacionales
después de su muerte o fijacion, el tiempo de la medicién es de igual forma un
aspecto fundamental, pues particularmente en anfibios, se han encontrado grandes
diferencias morfométricas entre individuos de una misma especie medidos antes y
después de su fijacion (Bernal y Clavijo, 2009). Debido a que estos factores pueden
aportar una varianza experimental que se conserva hasta los analisis de los datos,
ocasionando inconsistencias y errores indeseados, los aspectos antes
mencionados deben ser tenidos en cuenta al momento de hacer estudios
morfomeétricos.

Morfometria geométrica.

Es un nuevo enfoque de la morfometria que permite estudiar de manera cuantitativa
las formas biolégicas, que anteriormente solo podian ser descritas por medio de
variables categoricas. Esta técnica se fundamenta en el uso de landmarks que
configuran y extraen informacién sobre la forma de las estructuras bioldgicas; un
landmark o hito puede definirse entonces, como un punto anatémico de referencia,
ubicado sobre las estructuras bioldgicas de interés, con el fin de reconstruir la forma
en estudio, que puede ser el ala de un insecto, el craneo de un vertebrado o
estructuras internas y mas complejas como los gonépodos de un aracnido (Toro et
al., 2010). Cada hito posee coordenadas X,y 0 X,y,z en planos bi o tridimensionales
respectivamente, esto es lo que les da las caracteristicas espaciales de posicion y
es asi entonces, como un conjunto de landmarks integran la matriz de
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morfocoordenadas de la forma en un individuo.

La morfometria geométrica se fundamenta tedricamente en la definicion de forma
establecida en (1977) por un estadistico britanico llamado David Kendall: “Forma es
toda la informacion geométrica que resulta de retirar los efectos de la posicion,
escala y rotacion de un objeto” y es asi como funciona en sus primeras etapas
metodoldgicas todo analisis morfogeométrico, pues al extraer estos componentes
solo nos quedamos con la informacion de la forma propiamente dicha, que es la
materia prima de la cual parten los analisis posteriores que incluyen una serie de
métodos estadisticos multivariados y univariados (Toro et al., 2010). Como una
aproximacion matematica a la teoria de la forma pensada por Kendall, surge el
método generalizado de Procrustes, que es precisamente una manera de ajustar
los datos a un espacio de la forma o espacio de Kendall, en el cual se han retirado
de las configuraciones de morfocoordenadas de los individuos los efectos de
rotacion, escala y posicion (Zelditch et al., 2004). Esta resolucion matematica
permite analizar la forma independientemente de aquellos componentes que no
definen la geometria intrinseca del objeto (Toro et al., 2010).

Landmarks o hitos:

Como ya se menciond, un hito consta de coordenadas, que permiten la
reconstruccién de las formas biolégicas dentro de un espacio matematico que puede
tener de dos a tres dimensiones, el uso de uno de estos dos tipos de espacios
dimensionalmente definidos depende del enfoque de nuestro estudio y de la
estructura que se esté analizando.

Existen diferentes tipos de hitos que se definen seguln sus caracteristicas espaciales
de la siguiente manera (Bookstein, 1991; Toro et al., 2010):

Hitos tipo 1: corresponden a hitos localizados en la interseccion de tres estructuras,
centros de estructuras muy pequenas, e intersecciones de curvas.

Hitos tipo 2: la homologia y ubicacion de estos hitos se caracterizan en funcion de
la geometria y no de perfiles anatomicos, se ubican en zonas como curvaturas
maximas.

Hitos tipo 3: corresponden a hitos extremos cuya definicion esta dada por
estructuras distantes.

Pseudo-hitos: corresponden a constructos definidos por términos matematicos y
anatémicos, como puntos tangentes a una curva.

Semi-hitos: corresponden a puntos localizados en una curva de acuerdo a la
posicion de otros hitos o estructuras, y que pueden desplazarse levemente en ella.
Como los hitos tipo 3 y pseudos-hitos, la informacion que puede obtenerse de ellos
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es menor, y debe considerarse como parte de un todo.

La seleccion y ubicacion de hitos idealmente debe hacerse bajo los siguientes
criterios, (propuesto por Zelditch et al., 2004 y Toro et al., 2010):

Homologia: este criterio implica que los hitos deben estar ubicados sobre
estructuras o regiones “homologas”, es decir aquellas cuyo surgimiento y posterior
desarrollo embrionario, siguen patrones de semejanza ancestro-descendiente. Esto
permite que cualquier interpretacion que se haga de la variacion en estos hitos tenga
sentido biolégico.

Consistencia en la posicion relativa: Esto quiere decir que la ubicacidn que se le
dé a un determinado hito, no debe variar de un organismo a otro durante el proceso
de digitalizacion, con esto se garantiza que la varianza que estos landmarks aporten
sea real (es decir debida a procesos biolégicos naturales) y no debida a errores
durante el proceso de digitalizacion.

Cobertura adecuada de la forma: los hitos deben reconstruir lo mejor posible la
forma en estudio. Una cantidad insuficiente de hitos puede llevar a la pérdida de
informacion valiosa, mientras que una cantidad exagerada de hitos lleva a
resultados estadisticamente poco confiables si el tamafio de la muestra es
insuficiente.

Repetibilidad: los hitos deben ser faciles de localizar y estar claramente definidos
para que estos puedan ser ubicados bajo las mismas condiciones en todas las
fotografias de los individuos o muestras.

Coplanaridad: se debe escoger el plano que aporta informacién mas relevante
sobre la variacion de la forma bioldgica en estudio, este criterio es muy importante
y mas aun cuando se trabaja con estructuras volumétricas.

Andlisis generalizado de Procrustes

Este método se emplea con el fin de reducir las diferencias entre configuraciones,
estas diferencias geométricas son entendidas como distancias Procrustes, es decir
la combinacién de los efectos de posicidn, escala y rotacion. Para lograr esto se
ubican todas las configuraciones sobre un punto de referencia; durante este proceso
los tamafios de centroide de cada configuracion varian hasta que sus formas
reduzcan las diferencias que poseen; tales cambios de centroide pueden incluir
cambios de escala (expansiones y contracciones), rotaciones en torno a su eje y
cambios de posicion en el espacio (Zelditch et al., 2004; Toro et al., 2010).

Figura 2. Ajuste Procrustes aplicado a las configuraciones de tres cuadrilateros (A)
a través de rotacion, (B) traslacién y (C) escalado por medio de la superposicién de
los centroide. En (D), se muestra las configuraciones de los tres cuadrilateros supe.
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Variables de conformacion y Tamafio de centroide

Luego de realizar la superimposicion de Procrustes, se extraen de la matriz de
morfocoordenadas las variables de la forma que son los partial warps, ademas de
la variable de tamafio de centroide. Estas variables ya pueden ser sometidas a
andlisis estadisticos univariados y multivariados.

Los partial warps corresponden a las diferencias netas de la forma medidas en
términos de energia de torsion sobre una capa delgada, este término de placa
delgada se debe a que en morfometria geométrica la magnitud de los cambios en
la forma se determina a través de una funcion llamada placa delgada TPS siglas del
inglés thin plate spline, esto se basa en la idea de una lamina de metal infinitamente
delgada que puede deformarse con facilidad y contener todos los cambios que se
le hagan en funcién de la magnitud de un conjunto de hitos que se ubican en su
superficie, ésta ademas puede resistir cambios de tipo uniformes o no uniformes,
los cuales dan como resultado diferentes configuraciones en TPS (Zelditch et al.,
2004; Klingenberg, 2013). Los cambios de tipo uniforme y no uniforme corresponden
explicitamente a las variables de conformacion.

Los cambios de forma que causan expansiones 0 contracciones, o cualquier otro
efecto que no provoque irregularidades en la rejilla de deformacion son definidos
como cambios uniformes, mientras que aquellos que causan perturbaciones que
afectan el paralelismo de las lineas que forman la rejilla de deformacion son los de
tipos no uniformes (Toro et al., 2010).

Figura 3. Tipos de deformaciones posibles sobre una grilla de deformacién segun
Toro et al. (2004); los cambios uniformes mantienen el paralelismo de las lineas en
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la rejilla de deformacion, mientras que en los cambios de tipo no uniforme, este
paralelismo se interrumpe por cambios en la configuracion de la rejilla.
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Por otra parte, el tamafio de centroide es una estimacion de tamafio que se hace a
partir de las configuraciones de morfocoordenadas, esta variable es independiente
de la forma y su analisis debe partir desde una concepcion geométrica del tamafio
de la estructura en estudio, pues este equivale a la raiz cuadrada de la suma de las
distancias al cuadrado de cada hito a un centroide comun (Zelditch et al., 2004; Toro
et al., 2010). El algoritmo para representar la variable tamafio de centroide es el
siguiente:

Tamafio de centroide = y/a% + b2 + 2 + d2

Doénde: las variables a, b, ¢ y d, corresponden a las distancias a las que se
encuentran ubicados cuatro hitos (A, B, C y D), respecto a un centroide comuin (Z).
Esto para una figura de cuatro lados, el nUmero de hitos en tal caso dependera de
la complejidad de la forma estudiada (Zelditch et al., 2004).

Estos dos tipos de variables, los partial warps y el tamafio de centroide o isométrico,
son en Ultimas las que soportan toda interpretacion estadistica que se haga a
posteriori. Estas variables son extraidas de los datos antes y durante el analisis
generalizado de Procrustes, pues se debe conocer el tamafio de centroide de cada
configuracion, para luego escalarlas a un tamafio isomeétrico comun, generalmente
a 1 y asimismo extraer el efecto de posicion antes mencionado, pero todo esto,
después del paso inicial, la rotacion de cada forma sobre su eje.
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Analisis de los datos de la forma

En base a las distancias Procrustes, los partial warps y el tamafio de centroide, se
puede analizar la variacion y covariacion de la forma con factores causales, por
medio de diferentes métodos estadisticos y de analisis de datos, como son los PCA,
CVA, analisis discriminantes, las regresiones y otros que nos permiten probar
hipotesis, como el andlisis multivariado de la varianza (Toro et al., 2010). El tamafio
de centroide puede ser analizado con pruebas de diferencias de media, como t-
student y andlisis de varianza. Las variables de distancias Procrustes nos permiten
probar hipétesis por medio de pruebas de tipo Goodalls F-test y Hotelling. El analisis
de Partial least squares, es un método que permite evaluar la covariacion entre dos
conjuntos de datos sin importar sus caracteristicas, ya sean datos de forma, de
longitud o variables ecolégicas (Zelditch et al., 2004).

Partial least squares (PLS)

El analisis de minimos cuadrados parciales (PLS, Partial least squares), es un
método que permite evaluar patrones de covariacion entre dos bloques de variables
diferentes; puede ser usado en estudios de covariacién de dos bloques de variables
de forma o entre estas con otro tipo de variables, como son las variables ecoldgicas
0 con datos de morfometria tradicional (Rohlf y Corti, 2000). El PLS presenta
algunas similitudes con métodos de analisis como la regresién, componentes
principales y la correlacién canonica y se diferencia en el hecho de que las variables
son analizadas con igual peso o simétricamente, mientras que los tres métodos
posteriormente mencionados, evaltan el efecto de una variable sobre otra y en esto
distinguen entre dependientes e independientes (Zelditch et al., 2004; Rohlf y Corti,
2000).

METODOLOGIA:
Sitios de muestreo

El presente estudio se realizd en tres poblaciones de E. pustulosus,
considerablemente separadas unas de otras (distancia maxima entre dos
localidades 91,72 km y distancia minima 43,14 km), abarcando tres de las cinco
subregiones fisiogeograficas del departamento de Sucre (figura 4).

Figura 4. Ubicacion geografica de las localidades de Engystomops pustulosus
evaluadas en este estudio.
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Subregién Montes de Maria.

Colos6 (Estacion Primatoldgica).

Esta ubicada al suroriente de los Montes de Maria (9° 29’ 53,70” N; 75° 21’ 57,82”
W), con elevaciones que alcanzan 600 msnm. Hace parte de la subregion Montes
de Maria que esta ubicada en la parte nororiental del departamento, conformada
por los municipios: Sincelejo, Ovejas, Chalan, Morroa y Coloso; es considerada una
zona de bosque seco tropical higrotropofitico y su paisaje caracteristico es de
montafia (Holdridge, 1977; Hernandez-Camacho, 1992). La temperatura promedio
es de 26,8°C, la precipitacién varia entre 1.000 y 1.200 milimetros al afio; la
humedad relativa es del 77%; se da un corto periodo de lluvias en el primer semestre
del afio seguido por un breve periodo seco en los meses de junio y julio, conocido
en la regién como el “Veranillo de San Juan”; en el segundo semestre se presenta
la mayor cantidad de precipitacion (Aguilera, 2005; Acosta-Galvis, 2012).

Los sitios de muestreo fueron un cuerpo de agua permanente jagtiey al borde del
bosque seco y cuerpos de agua temporales al interior del bosque, los valores
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promedios de las variables ambientales fueron los siguientes, Temperatura
ambiente= 26,40 °C y Humedad relativa= 80%.

Subregién Sabanas.

El Roble.

Se encuentra ubicado a los 9°06'08,23" N; 75°11'42,08" W; lo conforman numerosas
sierras y colinas formando ondulaciones que van desde 70 hasta 185 msnm. Hace
parte de la subregion Sabanas, que esta situada en la parte central de departamento
e inicia a partir del declive de los Montes de Maria, hasta inicios de la depresion del
bajo Cauca y San Jorge, incluye los municipios: Sincé, ElI Roble, San Pedro,
Sampués, Los Palmitos, Galeras, Buenavista, Corozal y San Juan de Betulia. Se le
conoce como sabanas antrdpicas por la fuerte intervencion humana en este sistema
ambiental, con predominio de paisaje de lomerio. La temperatura promedio anual
es de 27,2°C, la precipitacion fluctia entre 990 y 1.275 mm promedio anual y la
humedad relativa es del 80% en promedio (Aguilera, 2005).

Los especimenes fueron recolectados en una zona abierta con pastizales y cuerpos
de agua temporales, la temperatura promedio durante las noches de muestreo fue
de 29,16 °C y la humedad relativa fue 74%.

Subregion San Jorge.

Corregimiento de Santa Inés (Municipio de San Marcos).

Corresponde a un pequefio relicto de bosque en la zona de transicién entre el
bosque seco y el bosque himedo, que se encuentra en el corregimiento de Santa
Inés (8°42'6.41” N; 75°13’3.04” W), con altitud media de 25 msnm. Hace parte de la
subregion San Jorge, localizada en la parte suroccidental del departamento y
compuesta por los municipios: San Marcos, San Benito Abad, La Union y Caimito.
Esta subregion presenta zonas de bosque humedo tropical, bosque seco tropical,
bosque muy seco tropical y sabanas naturales. La precipitacion promedio anual es
de 2.300 mm, la temperatura promedio mensual es 28°C y la humedad relativa del
85% (Aguilera, 2005; Barrios y Mercado, 2014).

Las recolectas fueron realizadas en cuerpos de agua temporales (charcos a lo largo
de un camino) y permanentes (jagieyes en finca), en ambos casos existia
vegetacion herbacea y arboles dispersos, la temperatura promedio fue 28°C vy la
humedad relativa del 85%. La temperatura y humedad relativa en los sitios de
muestreo se midid con un termohigrometros marca Brixco (precision: 0.1°C y 5%
H.R.), las mediciones se hicieron cada media hora durante el tiempo total de
muestreo, luego se obtuvieron valores promedios para cada una de las variables.
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Trabajo en campo.

Entre los meses de junio y agosto del afio 2016, se recolectaron por captura manual
30 individuos en cada una de las localidades definidas: Estacion Primatoldgica-
Colos6 (15 &-15 Q), municipio El Roble (17 £-13 ) y corregimiento Santa Inés (19
4-11 Q). Los muestreos se llevaron a cabo en salidas de 3 a 4 dias y la recoleccion
del material biologico se hizo entre las 19:00 y las 22:00 horas, los individuos
capturados se depositaron en bolsas plasticas rotuladas con datos de campo y con
suficiente oxigeno, que se cambi6 cada media hora.

Obtencion de datos para el andlisis de morfometria lineal:

A todos los individuos se les tomaron las siguientes medidas morfométricas (Figura
5): AC ancho de la cabeza, LRC longitud rostro cloaca, DON distancia ojo fosa
nasal, DI distancia internarinas, DO longitud del ojo, LF longitud del fémur, LH
longitud del himero, LA Longitud del antebrazo, LT longitud de la tibia, LP longitud
del pie. Para ello se usé un calibrador digital marca Stanley con 0,01mm de
precision.

Figura 5. Medidas morfométricas usadas en este estudio, en la especie
Engystomops pustulosus. By C, Tomadas de Barreto et al., (2005) y modificado por
el autor de este trabajo.
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Los especimenes capturados fueron sacrificados siguiendo las normas
internacionales (HACC, 2004); se extrajeron los estomagos de cada uno de los
individuos y se almacenaron en alcohol al 80%. Después de este procedimiento los
especimenes se fijaron en formol al 10% por 24 horas y fueron conservados en
alcohol al 80%.

Trabajo en laboratorio

Caracterizacion de la Dieta: se extrajo el contenido de los estbmagos de cada
espécimen y los items se identificaron hasta el nivel taxonémico méas bajo posible,
mediante el uso de claves taxondmicas para invertebrados acuaticos y terrestres
propuestas por Oscoz et al. (2011); Thorp y Covich (2001); Schuster (1989); Borror
et al. (1989).

Obtencidn de datos primarios para el analisis de morfometria geométrica:

El anélisis morfogeométrico fue realizado sobre el craneo de los especimenes, por
lo que fue necesario hacer conspicua dicha estructura para su posterior uso. Con el
fin de aclarar las estructuras 6seas del craneo, esa region de los especimenes se
sumergié en una solucién de hipoclorito de sodio al 15% por 3 minutos, lo que
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permitié degradar tejidos blandos como piel, masculos y visceras, posterior a esto
las estructuras 6seas se lavaron con agua destilada; el tejido persistente fue retirado
con ayuda de pinzas entomoldgicas, finalmente las estructuras éseas de los
individuos se preservaron en etanol al 80%.

Se tomaron fotografias en la region dorsal del craneo para cada individuo, con una
camara Cannon Rebel T3i EOS DSLR de 18 megapixeles, usando un tripode
estable y ubicando una hoja milimetrada como fondo y referencia métrica.

Tras ser procesados, todos los especimenes fueron depositados en el Museo de
Zoologia de la Universidad de Sucre (MZUS).

Analisis estadisticos
Morfometria tradicional.

Se comprob6 la normalidad de los datos obtenidos con las 10 medidas
morfométricas con un test a priori de Shapiro Wilk, al no encontrarse distribucion
normal en todas las medidas tomadas se procedi6 a transformar los datos con logao,
luego se aplicé un ANOVA para comprobar si existen diferencias en las medidas
morfométricas de los individuos de las tres poblaciones estudiadas. Se usé analisis
de componentes principales (PCA) para observar las tendencias estadisticas de la
variacion y un Analisis de Variacién Canonica en conjunto con Analisis Mdltiples de
Varianza, para detectar diferencias entre los individuos de las localidades
muestreadas.

Con el fin de eliminar la variable derivada de las diferencias en tamafo debidas al
sexo, los andlisis de varianza (ANOVA), para evaluar diferencias entre poblaciones,
fueron realizados por separado, obteniendo resultados para machos y hembras, con
relacion a las diferencias en los datos de las medidas morfométricas.

Para el andlisis de componentes principales y para el MANOVA los datos fueron
transformados para reducir el efecto isométrico que contenian las medidas
morfométricas, puesto que al analizar los datos sin la bebida transformacion (logio)
se observo que la mayor parte de la varianza obedecia al tamafio, es decir que el
primer componente explicaba casi toda la varianza, lo cual era un 92,02%, mientras
que el segundo solo recogia un 3,14% de esta, dejando solo 4,84% distribuido entre
8 componentes restantes; segun los criterios de seleccion de las variables de
agrupamiento (CPA y CVA), se debe considerar aquellos componentes que recojan
varianza superior a 5% o aquellos factores que tengan Eigenvalue superiores a 1
(Kaiser, 1960).

Morfometria geomeétrica.

Se cre6 un archivo de imagenes TPS con el software tpsUtil version 1.68. (Rohlf,
2015); los landmarks se digitalizaron en el software TpsDig version 2.28 (Rohlf,
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2010) usando las fotografias de cada individuo, hasta obtener la configuracion de
morfocoordenadas x,y de los puntos anatomicos de referencia (PAR) del craneo; en
el proceso se usaron hitos tipo I, Il y semilandmarks, segun Bookstein (1991).

Con el fin de reducir el error y la variacion debida a la digitalizacion, cada fotografia
fue digitalizada tres veces y se tomo6 una configuracion promedio para representar
un individuo, de igual forma se utilizé el programa MakeFan (Sheets, 2005c) para
producir lineas guia, esto permiti6 aportar mayor precision al proceso de
representacion bidimensional del contorno.

Tabla 1. Landmarks usados en el analisis de morfometria geométrica y su posicion
sobre la region dorsal del craneo.

Hitos Posicion anatémica

Margen distal de los procesos nasales, orificio nasal izquierdo.

2 Margen distal de los procesos nasales, orificio nasal derecho.

3 Margen lateral derecho del proceso nasal.

4 Extremo lateral derecho regién del proceso orbital, posicion mas distal.

5 Extremo lateral derecho region del proceso orbital, posicion mas proximal.
6 Region lateral derecha sobre la auricula del hueso escamoso.

7 Margen posterior sobre la linea media que divide los frontoparietales.

8 Region lateral izquierda sobre la auricula del hueso escamoso.

9 Extremo lateral izquierdo region del proceso orbital, posicién mas proximal.
10 Extremo lateral izquierdo de orbital, posicion mas distal.

11 Margen lateral izquierdo del proceso nasal.

12 Margen distal del frontoparietal izquierdo ubicado lateralmente.

13 Margen distal del frontoparietal derecho ubicado lateralmente.

14 Margen proximal del frontoparietal izquierdo ubicado lateralmente.

15 Margen proximal del frontoparietal derecho ubicado lateralmente.

Luego se aplic un ajuste de Procrustes a las configuraciones de la forma del craneo
de los individuos estudiados, para eliminar los efectos de rotacion, escala y
traslacion con ayuda del programa CoorGen (Sheets, 2005a), con esto a su vez
fueron extraidas las variables de conformacién y el tamafio isométrico.

En el paguete de softwares de IMP (Sheets, 2004) se us6 el Analisis de
Componentes Principales, como técnica exploratoria para determinar los principales
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ejes de variacion y se empled un Analisis de Variacion Candnica en conjunto con
analisis multiples de varianza, para detectar diferencias entre los grupos definidos
a priori (localidades) y la reclasificacion a posteriori basada en las distancias de
Procrustes. Las diferencias de la forma entre sexos se determinaron con la prueba
Goodalls F, basada en las distancias Procrustes de las configuraciones.

Las diferencias en el tamafio isométrico entre los individuos de las tres localidades
se evaluaron mediante una prueba ANOVA, las diferencias para esta variable entre
machos y hembras en cada localidad se evaluaron con una prueba t-Student. Estos
andlisis fueron realizados en el programa PAST versién 2.17c (Hammer et al.,
2001).

Andlisis de dieta.

Se obtuvieron valores de numero de presas, frecuencia de ocurrencia y volumen
por cada una de las categorias de presa que componen la dieta de la especie E.
pustulosus. La frecuencia de ocurrencia se estimdé como el nimero de veces que
aparecia un item alimentario en los estbmagos con contenidos. El volumen V (mm?)
de cada item se calculd con la ecuacion del elipsoide:

v=3n(3) )

Se tomaron medidas del largo [y ancho w de la presa (Dunham, 1983), para ello
cada item que se encontraba completo se fotografié en un estereoscopio, con una
referencia métrica de fondo y luego en base a las fotografias se midieron las
dimensiones con ayuda del software TpsDig (Rohlf, 2010).

Se calculé el indice de importancia de categoria de presa (IPS), en base a
estbmagos agrupados, propuesto por Biavati et al. (2004).

%N + %F + %V
S =
3
Donde: %N es porcentaje numérico, %V es porcentaje volumétrico y %F el

porcentaje de la frecuencia de encuentro de un tipo de item.

Para determinar la diversidad de presas ingeridas por los individuos en cada una de
las localidades, se aplicé un indice de diversidad de Shannon-Weaver (H’) (Shannon
y Weaver 1949),

H = —Xpi Inpi

Donde, pi, corresponde a la proporcion de presas de la categoria i.
Se comparo la composicion y abundancia de la dieta encontrada en los individuos
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en cada sitio de muestreo usando el indice de similitud de Jaccard basado en datos
de ausencia-presencia y el cuantitativo de Morisita-Horn. Se evaluo la relacion de
las medidas morfométricas (LRC y AC) y la variable tamafio de centroide con el
volumen, longitud y ancho de las presas ingeridas por cada individuo, para ello se
us6 un modelo de regresion lineal; de igual forma se determiné la existencia de
alguna relacion lineal entre las variables morfométricas con el nimero de presas
encontradas por estdmago y el volumen del contenido estomacal individual. Las
variables tréficas se compararon entre sexo en cada localidad con una prueba no
paramétrica U de Mann-Whitney.

Se aplicdé un andlisis Partial Least Square para explorar una posible correlacién
entre las variables extraidas del analisis de morfometria geométrica y la
composicién de la dieta en la especie por localidad, siguiendo la metodologia
propuesta por Adams y Rohlf (2000), se cre6 una matriz de datos de la dieta, con
categorias de orden y abundancia de individuos, esta se importé en el software
MorphoJd (Klingenberg, 2011) para su analisis.

RESULTADOS.

Morfometria lineal:

Las medidas morfométricas LRC, AC, LH, LF, LT y LA, mostraron diferencias
significativas entre machos y hembras provenientes de la localidad Colosé; las
medidas que definen algunas dimensiones de la cabeza como son DI, DON, DO,
ademas de la longitud del pie posterior, no mostraron esta asociacién con el sexo
(Figura 8; Anexo 5). En las poblaciones de El Roble y Santa Inés, no se encontraron
diferencias significativas entre machos y hembras para ninguna de las medidas
tomadas (Figura 8; Anexo 5).

Se encontraron diferencias significativas en nueve medidas morfométricas tomadas
en machos provenientes de los tres sitios de muestreo, solo el diametro del ojo no
mostro diferencias significativas (tabla 2; Anexo 6), las diez medidas morfométricas
tomadas en hembras de cada localidad mostraron diferenciacion significativa (tabla
3; Anexo 6). Los individuos que mostraron mayores dimensiones corporales fueron
los de la localidad de Colosé, seguidos por los de El Roble y Santa Inés.

En el analisis de componentes principales, el primer componente principal explico
76,81 % de la varianza mientras que el segundo solo recogié un 7,78 % (Figura 6),
todas las variables aportaron al primer componentes principal, por lo cual es tomado
como la varianza debida al tamafo, el segundo componente principal recoge la
varianza de las medidas que definen la forma de la cabeza las cuales son DO, DI y
DON. Los primeros dos componentes principales recogieron 84,59% de la varianza
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total, el resto se repartié entre 8 componentes restantes (Anexo 8).

El grafico de dispersion en torno a los dos primeros componentes principales
permite observar la separacion de las poblaciones, aunque con solapamientos de
los subconjuntos de datos en el plano construido en base a las medidas
morfométricas (Figura 6).

Tabla 2. Variables morfométricas de machos de E. pustulosus (media + desviacion
estandar) en las localidades evaluadas, la medida DO no mostré diferencias
significativas (en negro *N'S) entre localidades.

Localidades

Medidas (mm) COLOSO (n=15) EL ROBLE (n=17)  SANTA INES (n=19)

LRC 30,65+1,30 26,80+1,80 24,61+0,96
AC 8,95+0,34 7,35+0,58 7,12+0,34
DI 1,87+0,16 1,61+0,14 1,71+0,20
DON 4,61+0,53 4,10+0,61 3,95+0,38
DO *N/S 2,86+0,32 2,68+0,24 2,65+0,33
LH 7,90+0,63 6,51+0,56 6,75+0,45
LF 12,31+0,83 11,01+0,50 10,63+0,72
LT 14,17+0,80 11,53+0,53 11,23+0,69
LP 14,57+0,76 12,03+0,73 11,32+0,66
LA 8,18+0,62 6,42+0,36 6,43+0,32

Tabla 3. Variables morfométricas (media + desviacion estandar) en hembras de E.
pustulosus por localidad.

Localidades

Medidas (mm) CcOLOSO (n=15) EL ROBLE (n=13)  SANTA INES (n=11)

LRC 35,01+1,3 28,15+3,70 25,77%+2,29
AC 9,39+0,50 7,6+0,89 7,17+0,85
DI 1,97+0,24 1,59+0,21 1,63+0,29
DON 4,89+0,46 4,20+0,43 3,87+0,62
DO 2,95+0,27 2,72+0,45 2,47+0,44
LH 8,94+0,51 6,94+0,94 6,71+0,66
LF 14,11+1,20 11,07+0,98 10,73+1,01
LT 15,03+0,66 11,60+1,11 11,09+1,02
LP 15,26+1,07 11,97+1,29 11,04+1,10
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9,03+0,36 6,55+0,70 6,27+0,66

Figura 6. Gréfico de dispersién en torno a los dos primeros componentes principales
del PCA basado en las diez medidas morfométricas tomadas de los individuos de la
especie E. pustulosus, n=90.
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Figura 7. Gréfico de dispersion en torno a las dos primeras variables candnicas
basado en las diez medidas morfométricas tomadas de los individuos de la especie
E. pustulosus, n=90 (elipse de confianza de 95%).
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Los valores de la prueba Manova/CVA muestran diferencias significativas entre los
individuos de las localidades evaluadas: Wilk’'s A= 0,1138, gl1=20, gl2=1586,
F=15,33, p<0,001, Axis 1= 3,86, Axis 2= 0,809. Se logra discriminar los individuos
pertenecientes a cada localidad en el grafico de dispersion del CVA (Figura 7); asi
mismo los porcentajes de reclasificacion para las tres localidades fueron superiores
a 83%, estos se muestran en la Tabla 4 y el Anexo 9.

Figura 8. Variacion de la longitud rostro cloaca (LRC) en adultos de Engystomops
pustulosus. La barra central indica la media y la longitud de la caja representa la
dispersion de los datos en torno a este valor.
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Morfometria geométrica:

Se encontraron diferencias significativas para el tamafio de centroide de la region
dorsal del craneo entre individuos de E. pustulosus de las tres poblaciones
estudiadas (ANOVA: gl: 2 F= 45,18 p<0,001). Los valores medios para cada
localidad son los siguientes: Coloso= 3,44mmz=0,29, El Roble= 2,72mmz=0,47 y
Santa Inés= 2,52mmz=0,23.

Con el andlisis de componentes principales se logran discriminar las tres
localidades, los resultados que se muestran (Figura 9) permiten referenciar los
principales ejes de variacion de las configuraciones de morfocoordenadas de los
individuos de cada poblacion, en base a las diferencias en la forma de la region
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dorsal del craneo, la varianza explicada por el primer componente principal es del
66.05% y por el segundo 17,18% (Anexo 11).

No se encontraron diferencias para el tamafio isométrico de la region dorsal del
craneo de machos y hembras en ninguna de las tres localidades evaluadas
(p>0,05). La prueba Goodall-F, basada en las distancias Procrustes de las
configuraciones, muestra diferencias altamente significativas en la forma del craneo
de machos y hembras (F= 4.98 gl= 26.00, 728.00 p<0,001) de la localidad de
Coloso, no se encontraron diferencias en la forma del craneo asociada al sexo en
los individuos de las localidades de El Roble y Santa Inés, (El Roble: F= 1.07 gl=
26.00, 728.00 p>0,05 y Santa Inés: F= 0.35 gl= 26.00, 728.00 p>0,05).

Figura 9. Gréfico de dispersién en torno a los dos primeros componentes principales
de la region dorsal del craneo de los individuos de la especie E. pustulosus, n=90.
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Las diferencias morfogeométricas fueron significativas al ser evaluadas con una
prueba CVA/Manova, los siguientes son los resultados de reclasificacion, Axis 1 A=
0.0987, x2=172.5080 gl=52 p<0,001 y Axis 2 A= 0.4878, x2=53.4767 gl=25 p<0.001.
La reclasificacion se realizé a partir de las distancias de Mahalanobis obtenidas
durante el andlisis de variacion candnica realizado en conjunto con el analisis
multiple de varianza, en base a las conformaciones de morfocoordenadas de la
region dorsal del craneo. La reasignacion hecha para los individuos de las tres
localidades fue casi perfecta, pues se obtuvieron valores porcentuales de
reclasificacion correcta iguales y superiores a 90% (Tabla 4; Anexo 13).

Las principales diferencias en la forma del craneo en individuos de los tres sitios
muestreados estuvieron localizadas a nivel del margen distal de los procesos
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nasales (hitos: 1y 2), en los extremos laterales donde se encuentran la region del
proceso orbital y la auricula del hueso escamoso (hitos: 5, 6, 8 y 9), en la parte mas
proximal (Figuras 10 y 11; Anexo 12). Otra region muy variable es el margen
posterior sobre la linea media que divide los frontoparietales (hito: 7). Se encontro
que los individuos de la localidad de Colos6 poseen cabezas mas ensanchadas,
mientras que, en la localidad mas distante, Santa Inés, se observé un menor
ensanchamiento en la regién lateral del proceso orbital y crAneos méas alargados
(Anexo 12), los individuos de la localidad ElI Roble fueron considerados como
morfotipos intermedios en funcion de la tendencia de variacion de la forma de
créaneo.

Figura 10. Andlisis de variacion canonica entre localidades, basado en la varianza
de los componentes de la forma de la regién dorsal del crAneo de Engystomops
pustulosus, n=90 (elipse de confianza de 95%).
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Figura 11. Rejilla de deformacion, en rojo se muestran los landmarks que aportan
mayor varianza entre las configuraciones de morfocoordenadas del craneo de los
individuos de las tres localidades. Las diferencias de la forma son expresadas
como deformaciones de una forma promedio en una rejilla deformable.
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Tabla 4. Porcentaje de reclasificacion correcta obtenido a partir del CV/Manova de
las medidas morfométricas y las matrices de morfocoordenadas de los individuos
por localidad.

Técnica de andlisis Colos6 ElRoble Santalnés Promedio
Morfometria tradicional 96,67 83,33 90,00 90,00
Morfometria geométrica 93,33 96,67 90,00 93,33

Anaélisis de la dieta:

De 30 estdbmagos revisados el 66,67% contenian presas en la localidad de Coloso,
63,33% en El Roble y 73,33% en Santa Inés. La dieta de la especie entre las tres
localidades evaluadas estuvo compuesta por 11 categorias alimentarias (Tablas 5,
6 y 7); las termitas, hormigas y acaros fueron los tipos de presas mayormente
ingeridos por la esrPece, El nimero promedio de items encontrados por estmagos en
la localidad de Colosé fue 21,25 (rango= 1-93), en El Roble 44,21 (rango= 1-114) y
en Santa Inés 7,45 (rango= 1-46), el volumen promedio del contenido estomacal
en las tres localidades fue: Colos6, 74,461 mm?3 (rango= 0,97-421,85 mm?); El
Roble, 184,95 mm? (rango= 0,44-515,28 mm?3); Santa Inés, 17,28 mm? (rango= 0,1-
190,74 mm3).
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En la localidad de Santa Inés, la diversidad presas segun el indice de Shannon-
Weaver fue H'= 1,24, las categorias de presa mas importantes en esta poblacion
fueron Termitidae (IPS = 53,76%) y Formicidae (IPS= 38,24%); en la localidad de
El Roble, se registro el valor mas bajo de la diversidad de Shannon para las presas
ingeridas (H’= 0,26), las categorias de presa mas importantes fueron Termitidae
(IPS = 96,39%) y Formicidae (IPS= 10,90). Para Coloso¢ la diversidad fue de (H'=
0,64) y fueron encontradas 7 categorias de presa, tres mas que en la poblacién de
El Roble, las presas de importancia para los individuos en Colos6 fueron Termitidae
(IPS=83,96%) y acaros Trombidiformes (IPS= 11,59%) (Figura 13).

Se encontraron diferencias entre localidades en cuanto a la composicién y
abundancia de presas ingeridas (Figura 12). El indice de similitud de Jaccard arroj6
valores bajos que indican diferencias entre las localidades, Santa Inés-Coloso
(indice Jaccard= 63,63%), Santa Inés-El Roble (indice Jaccard= 36,36%) y El
Roble-Colosé (indice Jaccard= 57,14%). Por otro lado el indice de Morisita-Horn,
indica que hay similitudes entre las localidades de Colosé y El Roble en términos de
la abundancia de individuos de cada categoria de presa (Morisita-Horn: 95,47%),
los individuos de estas dos poblaciones difieren en su dieta respecto a los de la
localidad de Santa Inés, donde se observé una mayor equitatividad (Morisita-Horn;
Santa Inés-El Roble: 67,59%, Santa Inés-Colosoé: 72,73%).

Figura 12. Grado de similaridad de las tres localidades en base a la dieta de E.
pustulosus, segln A. coeficiente de similitud de Jaccard B. indice de Morisita-Horn.
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La familia Termitidae estuvo representada por dos especies pertenecientes a dos
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géneros comunes en tierras bajas del Caribe colombiano, Rhynchotermes y
Nasutitermes. Ambas especies fueron registradas como presas en la dieta de E.
pustulosus en las localidades de El Roble y Santa Inés, mientras que en los
estdbmagos de los individuos provenientes de Coloso fue observada solo la especie
del primer género. Las termitas fueron el tipo de presa con mayor aporte numeérico
y volumétrico a la dieta de la especie en los tres sitios muestreados en el
departamento de Sucre. El volumen promedio de items de esta categoria fue 3,88
mm? (rango= 3,25-4,52 mm?3), asi mismo la longitud y el ancho promedio obtenidos
fueron 4,19 mm (rango= 3,86-4,52 mm) y 1,32mm (rango= 1,27-1,38 mm),
respectivamente.

Dentro de la dieta de los individuos de Santa Inés, se identificaron plenamente un
total de 6 géneros de Formicidae, los de mayor importancia en el porcentaje
numerico de la familia fueron Solenopsis y Pheidole (Figura 14). Para la localidad
de El Roble se identificaron dos géneros, Cyphomirmex y Pheidole, un tercer
morfotipo no se pudo identificar taxondmicamente hasta dicha categoria pero fue
clasificado en la subfamilia Myrmicinae, al igual que los dos géneros antes
mencionados. Los dos géneros conocidos son los de mayor importancia numérica
en la dieta a nivel de la familia Formicidae en esta poblacion. En la dieta de los
individuos de Colosd, las hormigas no fueron un item de gran importancia, los tres
individuos encontrados en los estbmagos pertenecian a la subfamilia Myrmicinae.
La dimensiones y el volumen promedio de los items clasificados como Formicidae
fueron, longitud: 2,77 mm (rango= 1,46-5,61 mm); ancho: 0,62 mm (rango= 0,33-
1,43 mm) y volumen: 1,14 mm? (rango= 0,08-6,10 mm?3).

Tabla 5. Categorias de presa ingerida por individuos provenientes de la localidad
de Santa Inés, Ni = nUmero de individuos por categoria de presa, %N = porcentaje
de composicion numérica, F= frecuencia de aparicién, %F = frecuencia de aparicién
porcentual, V = volumen de cada categoria, %V = volumen porcentual, IPS= indice
de importancia de categoria de presa.

CATEGORIAS DE PRESA n=20

ORDEN FAMILIA Ni %N F %F \% %V IPS

Hymenoptera Formicidae 71 39,89 15 68,18 2355 6,65 38,24

Coleoptera Staphylinidae 2 1,12 2 9,09 1,83 0,52 3,58
Curculionidae 1 0,56 1 455 5,18 1,46 2,19
Scarabaeidae 1 0,56 1 4,55 4,34 1,23 2,11
Larva coleéptero 1 0,56 1 455 3,96 1,12 2,08
Tenebrionidae 2 1,12 2 9,09 0,45 0,13 3,45
Dytiscidae 1 056 1 4,55 5,71 161 2,24

Isoptera Termitidae 78 4382 7 31,82 303,03 85,63 53,76

Acari Trombidiforme 19 10,67 3 13,64 4,39 1,24 8,52
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Gastropoda  Hygrophila 1 056 1 4,55 0,55 0,16 1,75
Psocoptera Psocidae 1 056 1 4,55 0,89 0,25 1,79
TOTAL 178

Tabla 6. Categorias de presa ingerida por individuos provenientes de la localidad
de El Roble, Ni = numero de individuos por categoria de presa, %N = porcentaje de
composicién numérica, F= frecuencia de aparicion, %F = frecuencia de aparicion
porcentual, V = volumen de cada categoria, %V = volumen porcentual, IPS = indice

de importancia de categoria de presa.

CATEGORIAS DE PRESA n=19
ORDEN FAMILIA Ni %N F %F \ %V IPS
Hymenoptera Formicidae 9 1,07 6 31,58 2,06 0,06 10,90
Coleoptera Larva cole6ptero 1 0,12 1 5,26 0,54 0,02 1,80
Isoptera Termitidae 789 94,72 18 94,74 3538,34 99,72 96,39
Acari Trombidiforme 43 5,16 3 15,79 9,46 0,27 7,07
TOTAL 833

Tabla 7. Categorias de presa ingerida por individuos provenientes de la localidad
de Colosd, Ni = numero de individuos por categoria de presa, %N = porcentaje de
composicién numérica, F= frecuencia de aparicién, %F = frecuencia de aparicion
porcentual, V = volumen de cada categoria, %V = volumen porcentual, IPS = indice

de importancia de categoria de presa.

CATEGORIAS DE PRESA n=22

ORDEN FAMILIA Ni %N F %F \% %V IPS

Hymenoptera Formicidae 3 0,77 2 10,00 18,03 1,21 3,97

Coleoptera Tenebrionidae 1 0,24 1 5,00 0,54 0,04 1,76
Dytiscidae 1 0,24 1 5,00 5,71 0,38 1,87
Larva coleéptero 1 0,24 1 5,00 0,97 0,07 1,77

Isoptera Termitidae 319 75,06 16 80,00 1441,88 96,82 83,96

Acari Trombidiforme 99 2329 2 10,00 21,78 1,46 11,59

Gastropoda  Hygrophila 1 0,24 1 5,00 0,31 0,02 1,75

TOTAL 425

Se encontraron diferencias significativas en el nimero de presas por estbmagos y
el volumen del contenido estomacal en las tres localidades, niumero de items
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(ANOVA F= 8,54 gl=2 p<0,001) y volumen (ANOVA F= 13,92 gl=2 p<0,001). No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas al comparar caracteristicas
morfolégicas como: la longitud, el ancho y el volumen de las presas ingeridas por
los individuos en los tres sitios muestreados (Tabla 8).

Las variables morfométricas LRC, AC y la variable del analisis de morfometria
geométrica, Tamarfo de Centroide, no mostraron correlacion con caracteristicas de
la dieta como son el numero de items por estomago y el volumen de contenido
estomacal, tampoco se encontré correlacion de las variables, longitud, ancho y
volumen de las presas ingeridas con las variables morfométricas de los individuos
de Engystomops pustulosus y aunque el valor de p fue menor a 0,05 en la mayoria
de las correlaciones, los valores del coeficiente de determinacién (R?; n=61) indican
una muy baja correlacion o inexistencia de la misma (Anexo 17).

Figura 13. indices de importancia para las categorias de presa (IPS) consumidas
por E. pustulosus en las tres localidades.
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Figura 14. Principales géneros de hormigas encontrados en la dieta de los
individuos de la localidad de Santa Inés.
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Tabla 8. Valores promedio de longitud, ancho y volumen de las presas ingerida por
los individuos de las tres localidades evaluadas.

localidades Longitud de presa Ancho de presa Volumen (mm3)
(mm) (mm)

Colosé 3,09+1,52 1,01 +0,47 2,44 + 2 58

El Roble 2,59+1,30 0,82+0,41 1,49 +1,89

Santa Inés 2,90+ 1,26 0,88 £ 0,40 1,83 +1,97

ANOVA  F=0,20gl=2p>0,05 F=0,36gl=2p>0,05 F=0,31gl=2 p>0,05

El andlisis de minimos cuadrados parciales (PLS) recogi6 toda la covariacion en
solo dos dimensiones, que se repartieron porcentualmente de la siguiente manera
PLS1=99,976% y PLS2= 0,024%. El coeficiente de asociacion entre los bloques de
variables fue de 0,382. Solo tres categorias de presa aportaron covariacion a las
dos dimensiones (PLS1 y PLS2) en el partial least squares, estas fueron a su vez
las de mayor importancia numérica en la dieta de la especie en las tres localidades
evaluadas, es decir Hymenoptera, Acari e Isoptera (Tabla 9), el porcentaje de
correlacion explicado por el PLS 1 fue 64,1%, mientras que para el PLS 2 fue de
50,4%. La primera dimension recibe aportes en carga positiva de oOrdenes
Hymenoptera y Acariy aportes negativos en Isoptera, estas tres categorias permiten
definir los individuos en base a las caracteristicas de su dieta en mas especializado
en el consumo de termitas (Colosé y El Roble) y menos especializado que ademas
incluyen hormigas y acaros (Santa Inés) (Figura 15).

Figura 15. Grafico del PSL1 correspondiente al primer blogue (variables de la
forma) versus el PSL1 del segundo bloque (variables tréficas), de los individuos de
E. pustulosus (n=61) de las tres localidades muestreadas (en base a una correlacion
de 64,1%).

47



® COLOSO —4-00- 00 NN 0

1 @ELROBLE

® SANTA INES

.
L

Variables troficas

=
L

03 00
Diferencias de la forma

Tabla 9. Resultados del analisis de minimos cuadrados parciales que evallda la
covariacion de los componentes de la forma del craneo de los individuos y la
composicién de la dieta de E. pustulosus.

Dimensiones

Variable PLS1 PLS2
Hymenoptera 0,273 -0,221
Acari 0,727 -0,590
Isoptera -0,630 -0,777
Singular value 0,164 0,003
Correlacién 0,641 0,504

DISCUSION:

Morfometria lineal:

Los resultados encontrados en este estudio indican que Engystomops pustulosus
presenta variabilidad en talla entre poblaciones, esto concuerda con el trabajo de
Cannatella y Duellman (1984), en el cual se reporta que E. pustulosus (en su trabajo
Physalaemus pustulosus), muestra variacién intraespecifica para la medida
morfométrica longitud rostro-cloaca (LRC), con la cual estos autores encontraron
diferencias significativas entre poblaciones y entre sexos; cabe mencionar que en
algunas localidades los tamafios de muestras minimos analizados eran hasta de 5
individuos, lo cual pudo haber tenido alguna influencia en los andlisis estadisticos
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de Cannatella y Duellman (1984), puesto que tamafios de muestra pequefios no
permiten en muchos casos evidenciar las diferencias reales que existen entre
grupos de individuos, ademas la proporcion de machos era % del total de su muestra
en la mayoria de las localidades, lo cual es un margen estrecho en términos de
equitatividad estadistica para hacer comparaciones de medias (Zaragoza, 2013).
Ademas de las diferencias morfométricas, Cannatella y Duellman (1984), reportan
que la especie objeto de estudio muestra una alta variabilidad fenotipica, al exhibir
diferencias en los patrones de coloracion dorsal y ventral, asi como en el patron de
pustulas de la region dorsal. Los cambios en las condiciones ambientales afectan la
morfologia de los anfibios, dada sus caracteristicas de historia natural y su fisiologia
térmica (Tryjanowski et al. 2006).

Las tendencias geogréficas de variacion en anfibios reportadas en la literatura
generalmente se asocian con la altitud, latitud o con la temperatura (Castellano et
al., 2000; Morrison y Hero, 2003; Amor et al., 2009; Baraquet et al., 2012). En los
casos en que no hay asociacion entre la talla y las variables mencionadas, se ha
planteado que las diferencias ambientales locales y el aislamiento geografico son
los principales desencadenantes de la variacion en el fenotipo (Zaragoza, 2013,
Silva et al., 2008). Para el estado de Goias en Brasil, Silva et al. (2008) reportaron
diferencias morfométricas y genéticas en nueve poblaciones de Eupemphix nattereri
(= Physalaemus nattereri; ver Faivovich et al., 2012 ), las causas de la variacion en
dicha especie segun los autores podian ser el resultado de factores ambientales
locales, fluctuaciones genéticas y aislamiento geogréfico; sus resultados indicaron
que el grado de diferencias genéticas y fenotipicas estaba positivamente
correlacionado con la distancia geografica de las poblaciones, y que en los sitios
mas distantes el flujo genético se cortaba.

Se considera que las diferencias en la estructura vegetal y uso del suelo, en las tres
localidades del presente trabajo, generan también caracteristicas microclimaticas
particulares en cada una de las zonas; se identificaron ambientes naturales
conservados en la localidad de Coloso y zonas mas transformadas en el municipio
El Roble, en la primera se da predominio de vegetacién boscosa y en la otra de
sdbanas antropizadas y paisajes rurales. Se cree que estas diferencias en la
estructura vegetal pueden ser un desencadenante importante de la plasticidad
fenotipica en la especie, es decir el surgimiento de morfotipos diferentes (en
términos morfométricos) en respuesta a un gradiente ambiental. Silva et al. (2008)
han mencionado que la estructura de la vegetacion en cada localidad es un factor
que influye en la diferenciacion morfologica en especies de anfibios; sin embargo,
estos mismo autores discuten que los factores ecoldgicos, ontogenéticos y
geneéticos actian en conjunto y generan las diferencias intraespecificas observadas
en especies de anfibios.
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En lo referente al analisis morfométrico entre sexos, solo los individuos de Coloso,
mostraron dimorfismo sexual en relacidbn con el tamafo corporal, siendo las
hembras de mayor talla que los machos; en las otras localidades no se pudo
encontrar evidencia significativa para soportar la existencia de diferencias entre
machos y hembras. El dimorfismo sexual para el tamafio en esta especie ha sido
documentado por otros autores como Cannatella y Duellman (1984), en tres
poblaciones; sin embargo, como ya se menciono el tamafio de muestra era pequefio
y la proporcién de ambos sexos era desigual; Vifia et al. (2015) reportaron en una
poblacidon venezolana diferencias altamente significativas entre sexos, con valores
promedio de 25,79 + 1,79 mm para los machos y 27,73 £1,59 mm en hembras y un
tamafio de muestra adecuado (158 machos y 48 hembras). Para poblaciones del
presente trabajo se podria pensar que la ausencia de diferencias significativas en
talla entre machos y hembras, obedezcan tal vez a las caracteristicas intrinsecas
de la muestra y no a particularidades de la poblacién, pues como ya se ha
mencionado la especie muestra dimorfismo sexual en este aspecto.

Morfometria geomeétrica:

Los partial warps (variables de la forma) y el tamafio de centroide, como variables
propias del andlisis de la forma abstrajeron las diferencias existentes entre los
individuos de los tres sitios y permitieron reconstruir los principales cambios en los
perfiles de la forma del craneo en organismos adultos.

Recientes trabajos han demostrado que en anfibios, el crAneo es una estructura
anatémica importante en el andlisis de las variaciones intraespecificas e
interespecificas de la forma en un contexto ontogénico (Birch, 1999; Ponssa y
Candioti, 2012), taxonémico (Fabrezi, 2005; Ivanovic et al., 2011; Acevedo et al.,
2016) y ecolégico (Adams y Rohlf, 2000; Dayton et al., 2005; Vieira et al., 2008;
Clemente-Carvalho et al. 2008). Se ha encontrado que los cambios sustanciales de
la forma del craneo en anuros ocurren después de la metamorfosis (Ponssa y
Candioti, 2012); comunmente se focalizan en la region nasal, donde se dan
alargamientos o contracciones, sobre el area posterior del craneo, la region otica y
del hueso escamoso, a estas dos ultimas se les reconocen un rol funcional
importante por estar involucradas en el proceso de alimentacion, especificamente
porque se relacionan con la dinAmica de musculos aductores que permiten el
movimiento de la mandibula (Adams y Rohlf, 2000; Ponssa y Candioti, 2012). En
general la forma de la cabeza y su configuracion Gsea, son rasgos en los que se
sustentan importantes aportes funcionales en anfibios, principalmente si se
considera que estas caracteristicas y sus variantes determinan aspectos tréficos
como el tamafio y tipos de presa que puede ingerir un animal en virtud de la
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funcionalidad mandibular en la captura e ingestion de estas (Adams y Rohlf, 2000;
Dayton et al., 2005).

Las diferencias de la forma del craneo de E. pustulosus, fueron expresadas por
medio de cambios uniformes y no uniformes en la grilla deformable (Figura 11), los
hitos 5, 6, 8 y 9 mostraron respuesta antes cambios de tipo no uniforme, lo que se
pudo evidenciar debido a que la energia de flexion, produjo irregularidades en la
tendencia lineal de la grilla. Los cambios uniformes se evidenciaron en los hitos 1,
2, 3, 7y 11 que corresponden a zonas intermedias y puntos extremos, es decir la
region distal (hitos: 1y 2) y mas proximal del craneo (hito: 7), estos hitos se asocian
con lalongitud de la cabezay se les atribuye el hecho de que puedan existir cabezas
mas alargadas o achatadas. Los landmarks 1 y 2 ademas de reflejar variacion
longitudinal en la forma muestran algo de variacion no uniforme debido a que el
angulo del vector de expansion o contraccion es levemente agudo para el landmark
1y obtuso para el 2.

Sin lugar a dudas, una preocupacion principal que surge al momento de realizar un
estudio con morfometria geométrica, es el tamafio de muestra que se analiza, se ha
planteado que tamafios de muestra muy pequefios son inapropiados, ya que en
estos casos pueden aumentar la diferencias entre subgrupos llegando a superar
incluso hasta mas de la mitad de la varianza real y entre mas grandes sean las
diferencias entre grupos y entre mas distanciados estén los taxones mas efecto
tendra el tamafio de la muestra sobre la estimacion en la varianza (Cardini y Barker,
2015). Cardini y Elton (2007) y Cardini y Barker (2015), sugieren que la variacién de
la forma puede estimarse adecuadamente en muestras mayores de diez individuos,
pues a este tamafio de muestra la varianza inflada (no real) se calcula entre 10 y
20% de la varianza entre grupos, llegando incluso a tan solo 5% con 16
especimenes (Cardini y Barker 2015). Por otro lado, para estimar con exactitud la
varianza de tamafo de centroide, estos mismos autores concuerdan en considerar
como apropiadas muestras entre 20-40 o0 mas especimenes. En el presente trabajo,
se analiz6 un tamafio de muestra de 30 especimenes por cada localidad, lo cual
permite evaluar de manera adecuada las diferencias existentes, tanto en el tamafio
como en la forma, generando con esto, bajos porcentajes de error de muestreo y
aumentando la precision en la estimacion de diferencias entre las localidades. Las
comparaciones entre sexos realizadas en cada localidad, tenian tamafios de
muestra maximos de 19 individuos y un minimo en la localidad de Santa Inés de 11
individuos, esto es aceptable para evaluar diferencias en la forma del craneo entre
sexos, es decir las pruebas aplicadas basadas en las distancias Procrustes
(Goodall-F), pero generaria algo de incertidumbre en la estimacion de la varianza
del tamafo de centroide, considerando los supuestos de Cardini y Elton (2007) y
Cardini y Barker (2015), sin embargo tales diferencias en el presente estudio no
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fueron significativas y son soportadas ademas por los resultados obtenidos con el
uso de medidas morfométricas.

En el presente trabajo ambas técnicas morfométricas fueron eficientes en el analisis
de las diferencias intraespecificas en E. pustulosus, mostrando mediante
estadisticos multivariados y univariados las diferencias existentes entre los
subgrupos definidos a priori; las variables de forma y tamafio, constituyeron rasgos
fenotipicos plasticos entre las poblaciones evaluadas. Al comparar los porcentajes
de reclasificacion correcta obtenidos en el CVA, con el uso de la técnica tradicional
y la geométrica, se observa que la diferenciacion entre los grupos es mas clara
cuando se analiza informacion de la forma, frente a la reconstruccion dimensional
gue se logra con el analisis multivariado de las diez medidas morfométricas (Tabla
2). En estudios donde se hace uso ambas técnicas se ha encontrado que el nuevo
enfoque basado en las formas bioldgicas, resulta mas efectivo en los analisis de las
diferencias a nivel intra e interespecifico (Vieira et al. 2008; Moreno et al., 2013;
Schmieder et al., 2015) un ejemplo de ello es el trabajo de Moreno et al., (2013)
donde aplicaron ambas técnicas para estudiar la variacion morfométrica de seis
subespecies de la lagartija Phrinosoma orbiculares y encontraron que la
morfometria tradicional no permite separar las subespecies en grupos distintos,
mientras que con el analisis de la forma del craneo pudieron diferenciar tres de estas
subespecies. En el estudio de diferencias morfométricas en anuros, Vieira et al.
(2008), hace uso de ambas técnicas, la morfometria geométrica logré soportar las
diferencias existentes entre dos morfotipos de Proceratophrys cristiceps, pero la
técnica tradicional basada en medidas lineales no mostré resultados muy claros,
pues de las 9 medidas morfométricas usadas solo una de ellas (distancia ojo-narina,
END) mostré diferencias significativas, cuatro de las medidas tomadas por estos
autores se relacionaban con las dimisiones y perfiles de la cabeza, aun asi las
diferencias fueron notorias a nivel de la END.

Dieta: Engystomops pustulosus es una especie que presenta forrajeo activo y que
se especializa en el consumo de termitas, el presente trabajo aporta evidencias de
esta tendencia al menos en dos de las tres localidades evaluadas (Colosé y El
Roble), en las cuales esta categoria de presa fue la que tuvo siempre mayor
representatividad en la dieta de la especie, con valores calculados del indice de
importancia de categorias de presa (IPS) superiores a 80%; los individuos de la
localidad de Santa Inés mostraron tendencia al consumo de termitas y de hormigas
conjuntamente como presas con alta frecuencia de ingesta; otros trabajos han
reportado que la especie es realmente especialista en el consumo de termitas y los
resultados de esos autores han justificado esta conducta a nivel espacial y temporal
(Blanco-Torres, 2009; Vifa et al., 2015; Ryan, 1985, Gonzéalez-Duran et al., 2012),
lo que indicaria que la especie busca activamente su presa sin importar la época

52



del afio o el habitat en que se encuentre (Toft, 1980; Blanco-Torres, 2009). Las
hormigas mostraron una importancia relativamente alta y similar a la de las termitas
en la dieta de los individuos de Santa Inés, los dos tipos de items son muy comunes
a nivel del suelo (Bustos y Ulloa-Chacon, 1997; Fittkau y Klinge, 1973; Abadia et al.,
2013). En el presente trabajo se observd que en los individuos de El Roble, las
termitas representaron un 99,72% del volumen total de las presas encontradas en
los estbmagos, este valor extremadamente alto puede ser explicado por una alta
especialidad o por una abundancia de termitas en el microhdbitat; las termitas se
encuentran comunmente en suelos abiertos y pastos bajos, a nivel del suelo entre
grietas y huecos, donde pasan a ser un recurso alimenticio importante (Scheffrahn,
2010). Vina et al. (2015), reportaron en una localidad en Venezuela valores
porcentuales de 92,81% del volumen de la dieta, de igual forma Gonzalez-Duran et
al. (2012), encontraron en una poblacién colombiana (Caldas) de E. pustulosus, que
las Termitas representaban un 96.50% de volumen total, mientras que Blanco-
Torres (2009) en las tierras bajas del Caribe Colombiano, report6 un 73,14%, estos
valores estan por debajo de los que se muestran en el presente trabajo (Tabla 5, 6
y 7) donde para Colos6 las termitas representaron un 96,82% del volumen total lo
que supera lo reportado por Vifia et al. (2015). Esto ha sido reportado de igual forma
para otras especies filogenéticamente cercanas como Physalaemus freibergi y P.
petersi, en las cuales el consumo de termitas constituyen méas del 99% en
composicién numérica y volumétrica en la dieta de estas especies (Duellman, 1978;
Parmelee, 1999; Menéndez-Guerrero, 2001). En Santa Inés hubo predominio
volumétrico de la familia Termitidae, pero numéricamente el valor es muy cercano
al registrado para Formicidae, mas adn el indice de Importancia de presas no mostré
un diferencial muy alto entre estas dos categorias, ubicAndolas como las de mayor
importancia seguidas por los acaros.

El predominio numérico y/o volumétrico de termitas, hormigas y acaros en la dieta
de E. pustulosus, se ha reportado en anteriores trabajos (Blanco-Torres, 2009; Vifia
et al., 2015; Ryan, 1985, Gonzélez-Duran et al., 2012) siendo la de mayor
importancia Termitidae; como bien se ha mencionado, se cree que estos tres tipos
items son fundamentales en la dieta de Engystomops pustulosus, no obstante
algunos autores consideran a los acaros como presas accidentales en la dieta de
los anuros (Eickwort, 1990; Holldobler y Wilson, 1990) y que son ingeridos debido a
su relacién con los insectos sociales; se cree que el poco aporte volumétrico de este
tipo presas, implicaria el consumo de grandes cantidades de acaros para suplir los
requerimiento energéticos del depredador, en concordancia con esto se han
observado altos valores en dominancia numérica de esta categoria en el presente
trabajo; ademas cerca de 5 estdmagos revisados tenian acaros como unica
categoria de presa, el mayor registro numeérico se tomo en la localidad de Coloso
con un macho que contenia 91 acaros como unico tipo de item ingerido, lo puede
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sugerir gue realmente los acaros no son presas ingeridas de forma accidental. En
otras especies de anuros, los acaros son ingeridos con mucha frecuencia e incluso
llegan a aportar valores porcentuales importantes al volumen total de la dieta
(Gonzélez-Duran et al., 2012; Da Rosa et al., 2002; Mufioz-Guerrero et al., 2007).
Gonzalez-Duran et al. (2012), reportaron altos porcentajes de acaros en la dieta de
E. pustulosus (%N=9,6), lo que concuerda con lo encontrado en el presente trabajo,
mas aun, en especies como Scinax rostratus (%oN= 75,47) y Physalaemus gracilis
(%N=15,9), en las que el consumo de acaros es muy frecuente en relacion con otros
tipos de presa (Muioz-Guerrero et al., 2007; Da Rosa et al., 2002).

Las diversidades de la dieta registradas para las tres localidades se consideran
bajas con relacion a las reportadas en otros trabajos, en los cuales el espectro
alimenticio de la especie incluye un mayor numero de categorias de presa
(Gonzalez-Duran et al., 2012; Vifia et al., 2015).

La dieta de los individuos en las tres localidades evaluadas en el presente trabajo
muestra diferencias en composicion y abundancia, como lo demuestra el indice de
similitud de Morisita-Horn que asocia a las localidades de Colosé y El Roble, donde
la dieta es mas especializada en el consumo de termitas, mientras que en Santa
Inés la especie puede llegar a consumir muchas mas presas (Tabla 5), aunque
siempre ingiriendo de unas categorias de presa en mayor proporcion que otras,
siendo en este caso termitas y hormigas que tuvieron valores del indice de
importancia relativa de 53,76% y 38,24%, respectivamente, estas dos categorias
representan mas del 92% de volumen total de la dieta en esta localidad. El indice
de indice Jaccard, que mostro resultados contrastantes, no sera discutido en mayor
profundidad, y por el contrario sera utilizado de manera ilustrativa en los resultados,
debido a que este solo considera datos de ausencia-presencia y sus resultados en
este estudio no se soportaron en otras pruebas como el indice de Shannon o el PLS
lo que si ocurri6 para el indice de Morisita-Horn, que incluye datos de frecuencia de
categorias de presa, por lo que puede ser mucho mas predictivo (Krasnov et al.,
2005).

Las diferencias en composicion de la dieta de la especie, es decir en el nimero y
tipos de presas ingeridas en cada localidad, podrian obedecer a la oferta diferencial
de recursos en los tres sitios muestreados; se cree que Engystomops pustulosus
puede modificar sus habitos alimenticios en respuesta a cambios en la oferta
ambiental de algun recurso de importancia en su dieta, autores como Da Rosa et
al. (2002) consideran gue el comportamiento trofico de algunas especies de anuros
puede mostrar cierto grado de plasticidad y que por tanto no se puede considerar a
las especies generalistas o0 especialistas en un sentido estricto, ya que en algunos
casos pueden comportarse de una u otra manera segun sea la disponibilidad del
recurso. Se ha planteado que diversos factores pueden afectar la conducta de
forrajeo de los individuos en una poblacion, algunos de estos son: la disponibilidad
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de presas, riesgo de depredacion, competencia o la misma estructura del habitat
(Perry y Pianka, 1997).

Relacion entre morfometria de individuos y su dieta:

No se obtuvo correlacion entre las variables morfométricas LRC, AC y tamafio de
centroide con las caracteristicas de la presa como son longitud, ancho y volumen
de presa, ni tampoco con el nimero de individuos por estbmago y el volumen total
de contenido estomacal, es decir que las caracteristicas de la dieta no tienen
ninguna influencia lineal del tamafo del depredador, E. pustulosus, como ha sido
planteado por otros autores, no muestra esta relacion entre el tamafio de la presa/
tamafo del depredador, debido a que el tamafio promedio del tipo de presas en las
cuales se especializa (Termitidae, Longitud= 4,19 mm + 0,46 ; Volumen= 3,88 mm?
+ 0,89) (Formicidae, L= 2,77 mm = 1,39; V= 1,14 mm3 + 2,05) no supera el tamafo
maximo que puede ingerir, en funcion de las caracteristicas morfométricas de su
boca y perfiles corporales, lo cual incluso le permite consumir presas de mayor
tamafio como se encontrd en el presente trabajo con coledpteros de la Familia
Curculionidae con un volumen caporal de 5,18 mm?3, que a diferencia de las termitas
son de cuerpo duro cubierto de quitina, lo cual sumado a sus dimensiones puede
representar un mayor costo energético durante la captura, ingestion y digestion por
parte de los anuros (Blanco-Torres, 2009; Viia et al., 2015).

A pesar de que el numero de presas encontradas por estdbmago y el volumen
promedio de contenidos estomacales mostré diferencias significativas entre los
individuos respecto a las localidades, estas variables no se correlacionaron con el
tamafio de los individuos y no respondieron a las diferencias en talla reportadas
para E. psutulosus en el presente trabajo, asi los valores promedio mas altos para
estas variables se encontraron en los individuos de El Roble, nimero de presas por
estbmago= 44,21 + 40,4mm y volumen del contenido estomacal= 184,95 mm?3 +
187,97 y los mas bajos en la localidad de Santa Inés, N. ind= 7,45 + 10,09
Vcont=17,28 mm? + 42,00. Estas diferencias podrian obedecer a la disponibilidad
de recursos en los tres ambientes evaluados y a la calidad del mismo, asi en la dieta
de los individuos provenientes de El Roble el mayor aporte numérico y volumétrico
lo hicieron las termitas, debido principalmente a la abundancia de estos artrépodos
a nivel del suelo y a sus habitos sociales (Scheffrahn, 2010), la conducta de
alimentacion activa de la especie a su vez aumentan la probabilidad de que ocurran
eventos de ingestion masiva de termitas.

Covariacion variable de la formay composicion de la dieta:

En el partial least squares, la primera dimension (PSL1) explicé un 99,97% de la
covarianza entre los dos bloques de variables, esto es concordante con lo reportado
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en el trabajo de Rohlf y Corti (2000), donde se analiza desde una perspectiva mas
amplia los datos y los resultados reportados en Adams y Rohlf (2000) quienes
analizan la relacion entre la morfologia mandibular de dos especies de salamandras
del género Plethodon y la dieta de las mismas en una localidad en Pennsylvania, se
observa alli que el PLS1, explicé la mayor parte de la varianza (92,8%), mientras
que las otras dos dimisiones tuvieron una carga menor a 3% y fueron no
significativas, por tal razén se analizé soOlo la primera, con esto los autores
reportaron la asociacion entre la forma de la cabeza y la composicion de la dieta en
estos anfibios. Los resultados del PLS en el presente estudio indican que existe una
correlacion entre las variables propias del analisis de la forma y la composicion de
la dieta de los individuos de los sitios evaluados. Hymenoptera, Acari e Isoptera
fueron los items que aportaron covariacion principalmente al PSL1.

Con un porcentaje de correlacion de 64,1% en las dimensiones PSL1 del bloque 1
y 2, se muestra la separacion de los individuos de la localidad de Santa Inés del
subgrupo Colos6-El Roble (Figura 15); las caracteristicas morfolégicas y la dieta de
los individuos provenientes de los tres sitios parecen estar correlacionadas de
alguna manera, la separacion concuerda con lo encontrado en el indice de similitud
de Morisita-Horn, el cual relaciona en base a la composicion y abundancia de la
dieta a las localidades de Colosé y El Roble y ubica de manera separada a la
localidad de Santa Inés, Adams y Rohlf (2000), reportan esta asociacion entre dos
especies de salamandras, también se documenté en lagartos del género
Sceloporus de México, en los cuales la forma de la cabeza parece asociarse con la
dureza y capacidad de huida de las presas (Galindo-Gil et al., 2015). Aun no existen
reportes de este tipo de correlaciones en anfibios a nivel intraespecifico, sin
embargo los resultados del presente trabajo, representan datos preliminares de esta
tendencia.

CONCLUSIONES.

Engystomops pustulosus muestra variacion morfometrica a lo largo del rango
geografico evaluado, las variables de forma y las medidas morfométricas
expresaron las principales diferencias intraespecificas.

La especie muestra habitos alimenticios especialistas en el consumo de termitas;
sin embargo puede alimentarse de otros items segun sea la disponibilidad de
recursos en el ambiente.

Los resultados del andlisis trofico, nos permiten concluir que no existe asociacion
entre las caracteristicas de la presa y los aspectos morfométricos de los individuos,
lo que puede ser debido a que el tamafio de la presa en que se especializa la
especie, no supera los tamafos de presa maximos registrados en su dieta.
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Existe cierto nivel de covariacion entre la forma del craneo y la composicion de la
dieta, sim embargo los datos se analizaran de forma preliminar; la tendencia
especialista de la especie da como resultado poca varianza en el aspecto trofico,
por lo que los datos pueden estar influenciados por la abundancia de presa en la
dieta y no tanto por la composicion.

RECOMENDACIONES.

Se recomienda hacer estudios ecoldgicos y genéticos que ayuden a entender mejor
las causas de la variacidén en las poblaciones estudiadas en el presente trabajo, de
igual forma se puede incluir otras especies relacionadas filogenéticamente para
evaluar, si se da en estas un patron similar y asi determinar si efectivamente estan
sometidas a la misma presion selectiva.

Como lo plante6 Liam Revell (com. Pers, 2016), la metodologia de huerto comudn
nos podria dar luz, sobre si las causas de la diferenciacion son genéticas o se
asocian mas con adaptaciones locales al ambiente. Esto seria posible por medio de
un estudio de desarrollo con larvas de la especie bajo condiciones similares en
laboratorio, donde se determine la tasa de crecimiento y tamafio de metamorfosis
con renacuajos provenientes de los tres sitios de muestreo; en ese caso, diferencias
en tamafio y tasa de desarrollo entre localidades, indicarian que las diferencias
observadas podrian ser genéticas, mientras que similaridad en estos aspectos
indicaria que las diferencias tal vez obedecen a plasticidad fenotipica expresada
durante el desarrollo, lo que podria causar también diferencias en el tamafio de
adultez, como las observadas en estudios morfométricos.

De igual forma seria interesante evaluar si la variacion morfolégica encontrada en
el presente trabajo tiene alguna relacion con aspectos genéticos, mediante estudios
de genética de poblaciones, en los que se evalle lo reportado por Lampert et al.
(2003) donde la especie muestra estructuracion genética y diferencias alélicas a
nivel local que puedan ser asociadas mas facilmente con los cambios morfolégicos.
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ANEXOS:

Anexos Metodoldgicos:

Anexo 1. Protocolo de campo usado durante las jornadas de muestreo en cada
una de las localidades.

Pedro Luis Atencia Gandara cel: 3013153679 E-mail:
pedroatenciag@gmail.com

Programa de Biologia (Protocolo de campo para toma de datos)

Universidad de Sucre — Carrera 28 No. 5 — 267 Barrio Puerta Roja — Sincelejo —
Colombia

UNIVERSIDAD DE SUCRE

1
3
5
2
z
S
]

Ubicacion Altitud Fecha de muestreo:
Localidad:
Especie: Engystomops
pustulosus
N° Medidas Morfométricas (cm) Tipo de | Sex
Ind. sustrato | o
LRC | AC DI DON | DO LH LF LT LP LA M| H
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Anexo 2. Fotografia de los habitats predominantes en los sitios de muestreo A.
Montes de Maria localidad de Coloso6, bosque seco tropical B. Municipio de El Roble

area abierta y pastizal inundable C. Cuerpo de agua (jaguey) en finca de la localidad
de Santa Inés.
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Anexo 3. Autor de este trabajo durante la obtencion de datos primarios para el
analisis con morfometria geométrica y de dieta de la especie.
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Anexo 4. Posicién anatémica de los landmarks sobre la region dorsal del craneo
de los especimenes.

[ Nasales
[] Frontoparietales

[] Huesos escamosos

[ Orbitales

Anexos de resultado y discusion:

Anexo 5. Estadisticas descriptivas en base a las medidas morfométricas tomas en

individuos machos y hembras de las tres localidades, se muestra la media,
desviacion estandar, valores minimos y maximos.
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Medidas

LRC

AC

DI

DON

DO

LH

LF

LTA

LP

Machos Hembras
Loc. Media Des. Mini Maxi | Loc. Media Des. Mini Max
Est Est

Coloso 30,65 1,30 29,03 33,65 | Coloso 35,01 1,30 31,67 36,73
ElRoble 26,80 1,77 24,14 29,57 | ElRoble 28,15 3,70 21,40 32,86
Santa 24,61 ,96 22,35 26,04 | Santa 25,77 2,29 22,57 29,37
Ines Ines

Coloso 8,95 ,34 8,36 9,57 | Colosd 9,39 ,50 8,52 9,95
El Roble 7,35 ,58 6,43 8,41 | EIRoble 7,62 ,89 6,14 8,83
Santa 7,12 ,34 6,59 7,86 | Santa 7,17 ,85 594 8,67
Ines Ines

Coloso 1,87 ,16 1,51 2,15 | Coloso 1,97 ,24 1,62 2,28
ElRoble 1,61 ,14 1,31 1,83 | EIRoble 1,59 ,21 1,25 1,93
Santa 1,71 ,20 1,36 1,99 | Santa 1,63 ,29 1,17 2,02
Ines Ines

Coloso 4,61 ,53 3,88 5,42 | Colosé 4,89 ,46 4,17 5,50
El Roble 4,10 ,61 3,27 4,97 | EIRoble 4,20 ,43 3,53 4,96
Santa 3,95 ,38 3,24 4,99 | Santa 3,87 ,62 3,14 4,87
Ines Ines

Coloso 2,86 ,32 2,43 3,46 | Colosé 2,95 ,27 2,55 3,50
El Roble 2,69 ,25 2,29 3,23 | EIRoble 2,72 ,45 2,21 3,65
Santa 2,65 ,33 2,01 3,19 | Santa 2,47 44 1,70 3,18
Ines Ines

Coloso 7,90 ,63 6,50 9,11 | Colosd 8,94 ,51 8,07 9,88
ElRoble 6,51 ,56 5,44 7,08 | EIRoble 6,94 ,94 532 8,31
Santa 6,75 ,45 6,22 7,72 | Santa 6,71 ,66 5,49 7,87
Ines Ines

Coloso 12,31 ,83 10,95 13,60 | Coloso 14,11 1,20 11,60 15,76
El Roble 11,01 ,50 10,23 12,05 | EIRoble 11,07 ,98 9,30 12,32
Santa 10,63 ,72 9,27 11,69 | Santa 10,73 1,01 9,23 12,22
Ines Ines

Coloso 14,17 ,80 12,63 15,95 | Coloso 15,03 ,66 13,87 16,31
ElRoble 11,53 ,53 10,55 12,31 | EIRoble 11,60 1,11 9,25 12,66
Santa 11,23 ,69 10,25 12,69 | Santa 11,09 1,02 9,66 12,50
Ines Ines

Coloso 14,57 ,76 12,80 15,50 | Colosé 15,26 1,07 13,68 17,70
El Roble 12,03 ,73 11,14 13,41 | EIRoble 11,97 1,29 9,65 13,48
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LA

Santa 11,34 ,68
Ines

Colosé 8,18 ,62
El Roble 6,42 ,36
Santa 6,43 ,32

Ines

10,25

6,94
5,77
5,94

12,42

9,11
6,97
7,13

Santa
Ines
Colosé
El Roble
Santa
Ines

11,04 1,10
9,03 ,36
653 73
6,27 66

9,14

8,22
5,08
5,16

12,98

9,52
7,08
7,44

Anexo 6. Resultados de la prueba t-student realizada entre machos y hembras por
localidad, se muestran los valores de t y su respectiva significancia estadistica. Con
negrita se resaltan valores p<0,05.

Medidas

LRC
AC
DI
DON
DO
LH
LF
LT
LP
LA

Coloso El Roble Santa Inés

t Sign. t Sign. t Sign.
-9,1340 ,000 |-1,1212 ,271 |-1,8464 ,075
-2,7768 ,009 | -0,8828 ,384 |-0,0473 ,962
-1,2418 ,224 | 0,4445 ,660 | 0,9942 ,328
-1,5940 ,122 | -0,6499 ,521 | 0,6187 ,541
-0,8759 ,388 | -0,0921 ,927 | 1,3620 ,184
-4,8596 ,000 | -1,4338 ,162 | 0,3108 ,758
-4,7514 ,000 | -0,1206 ,904 | -0,2562 ,799
-3,2284 ,003 | -0,1154 ,908 | 0,5292 ,600
-2,0357 ,051 | 0,2813 ,780 | 0,9891 ,331
4,4540 ,000 | -0,4675 ,643 | 0,9891 ,312

Anexo 7. Resultados del ANOVA realizado entre individuos de las tres localidades,
separados segun el sexo; se muestran los valores de la suma de cuadrados, grados
de libertad, cuadrados medios, F y su respectiva significancia estadistica.

Medidas

LRC
AC
DI
DON
DO
LH
LF
LTA

Machos Hembras

Sum. gl Cuad. F Sign. | Sum. gl Cuad. F Sign.
Cuad Med. Cuad Med.

308,07 2 154,04 81,88 ,000 | 616,92 2 308,46 46,20 ,000
31,83 2 1591 84,18 ,000 |37,35 2 18,68 33,00 ,000
,55 2 ,28 9,79 ,000 |1,25 2 ,62 10,23 ,000
3,88 2 1,94 7,42 1,002 |7,22 2 3,61 14,41 ,000
,40 2 ,20 2,14 128 | 1,46 2 73 4,88 ,013
17,57 2 8,79 29,67 ,000 (41,43 2 20,72 40,24 ,000
25,16 2 12,58 26,12 ,000 |94,86 2 47,43 40,81 ,000
83,61 2 41,81 90,75 ,000 |125,18 2 62,59 72,18 ,000
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LP 92,32 2 46,16 88,51 ,000 |133,00 2 66,50 49,71 ,000
LA 32,33 2 16,17 83,22 ,000 |[62,69 2 31,35 91,80 ,000

Anexo 8. Coeficientes de determinacién R? calculado de la correlaciéon entre la
variable de tamafio LRC y el resto de las medidas morfométricas, para los individuos
de cada localidad, en negro se muestran las correlaciones que arrojaron valores de
p mayores a 0.05, es decir no significativos.

Medidas/LRC Coloso El Roble Santa

Inés
AC 0,232 0,853 0,576
DI 0,025 0,407 0,233
DON 0,045 0,441 0,173
DO 0,028 0,449 0,048
LH 0,334 0,671 0,167
LF 0,450 0,792 0,517
LT 0,501 0,817 0,532
LP 0,206 0,673 0,397
LA 0,495 0,742 0,496

Anexo 9. Varianza explicada por cada uno de los componentes principales, del PCA
realizado en base a las medidas morfométricas tomadas en individuos de cada
localidad.

PC Eigenvalue % variance

1 0,0289386 76,819
2 0,00293338 7,7868
3 0,00194135 5,1534
4 0,0013906 3,6914
5 0,000871 2,3121
6 0,00055438 1,4716
7 0,0004209 1,1173
8 0,0002636 0,69975
9 0,00020192 0,536

[EEN
o

0,00015558 0,41299

Anexo 10. Aportes de varianza a los componentes principales en cada una de las
diez medidas morfométricas tomadas en los individuos de las tres localidades.
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LA
BPCA1l

LP PCA?2

LT
LF
LH
DO
DON
DI
AC
LRC

-0,4 -0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8

Anexo 11. Porcentajes de reclasificacion correcta, resultante del CVA/Manova en
base a la matriz de covarianza de las 10 medidas morfométricas tomadas en
individuos de las tres localidades.

Subgrupo Localidades (%)
Reclasificado COLOSO ELROBLE SANTAINES

COLOSO 96,67 3,33 0,00

EL ROBLE 0,00 83,33 16,67
SANTA INES 0,00 10,00 90,00

Anexo 12. Andlisis generalizado de Procrustes en base a las matrices de
morfocoordenadas de los individuos de las tres localidades, La dispersién en torno
a cada landmark representa la variacion de forma, realizado en el software MorphoJ.
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Con el andlisis Procrustes se consigue depurar la matriz de morfocoordenadas de
los individuos extrayendo variables fisicas tales como escala, posicion y rotacion,
debido a que estas no definen la forma de los individuos estudiados y no provee
elementos para un analisis morfolégico con sentido biolégico, lo cual si se puede
realizar con la informacion de la forma pura (Shape).

Anexo 13. Varianza explicada por cada uno de los componentes dimensionales
extraidos del andlisis de componentes principales, de la forma del craneo de los
individuos de cada localidad.

PC Eigenvalue % variance
1 0,00206873 65,78
2 0,00053961 17,16
3 0,00014706 4,68
4 8,24E-05 2,62
5 7,81E-05 2,48
6 5,59E-05 1,78
7 4,27E-05 1,36
8 3,00E-05 0,95
9 1,71E-05 0,54

10 1,59E-05 0,50

11 1,41E-05 0,45

12 1,03E-05 0,33
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13 8,83E-06 0,28

14 8,09E-06 0,26
15 4,61E-06 0,15
16 3,60E-06 0,11
17 3,16E-06 0,10
18 2,30E-06 0,07
19 2,28E-06 0,07
20 1,95E-06 0,06
21 1,77E-06 0,06
22 1,63E-06 0,05
23 1,41E-06 0,04
24 1,05E-06 0,03
25 1,00E-06 0,03
26 8,63E-07 0,03
27 6,33E-07 0,02
28 4,02E-16 0,00
29 2,96E-16 0,00
30 1,62E-16 0,00

Anexo 14. Formas promedio del craneo de Engystomops pustulosus, reconstruidas
a partir de las configuraciones de los individuos de A. Colosé, B. El Roble y C. Santa
Inés, D. Representa una forma consenso.
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Anexo 15. Porcentajes de reclasificacion correcta, resultante del CVA/Manova de
las conformaciones de morfocoordenadas del craneo (en negrita).

Subgrupo Localidades (%)
Reclasificado COLOSO EL ROBLE SANTAINES
COLOSO 93,33 0,00 6,67
EL ROBLE 3,33 96,67 0,00
SANTA INES 6,67 3,33 90,00
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Anexo 16. Numero de presas por categoria, encontradas en los estbmagos de
individuos de las tres localidades (N=90).

Categorias Santa Inés Coloso El Roble
3 ? 3 ? 3 ?
Formicidae 51 20 1 2 6 4
Staphylinidae 0 2 * * * *
Curculionidae 1 0 * * * *
Scarabaeidae 0 1 * * * *
Larva Coleoptera 1 0 1 0 0 1
Tenebrionidae 0 2 1 0 * *
Dytiscidae 0 1 1 0 * *
Termitidae 13 65 261 58 239 550
Acari 17 2 91 8 42 1
Hygrophyla 0 1 0 1 * *
Psocidae 1 0 * * * *

Anexo 17. Coeficientes de determinacién R? producto de la regresion lineal entre
las variables morfométricas de la especie E. pustulosus y las caracteristica de las
presas ingerida, en negrita las correlaciones que tuvieron valores de p menores a
0,05 (n=61).

Variables Volumen Numero longitud ancho volumen
Morfométricas cont. Est.  de items (mm) (mm) (mm?3)
(mm?)
LRC 0,014 0,010 0,094 0,087 0,108
AC 0,004 0,008 0,063 0,072 0,088
Tamafio De 0,023 0,025 0,080 0,074 0,101
Centroide

Anexo 18. Comparacion de las variables tréficas en relacion con el sexo, en cada
localidad. Resultados de la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney y media, en
negrilla se indican valores de p<0,05. Variables troficas, V. Cont. Est.: volumen del
contenido estomacal; N. items: Numero de items; longitud, ancho y volumen de
presa.
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Coloso

Sexo/variables troficas V. Cont. Est N. items longitud ancho volumen
U de Mann-Whitney 27,000 27,000 42,500 48,500 49,500
Sig. asintética (bilateral) ,087 ,085 ,512 ,925 1,000
Media (3/2) 110,27/30,69| 32,36/7,67 4,15/4,27 | 1,29/1,30| 4,04/4,20

EL Roble

Sexo/variables troficas V. Cont. Est N. items longitud ancho | volumen
U de Mann-Whitney 20,000 18,500 40,000 40,000 40,000
Sig. asintética (bilateral) ,048 ,035 ,642 ,642 ,642
Media (3/2) 93,84/310,24| 25,64/69,75 | 4,40/4,14 | 1,36/1,25| 4,28/3,82

Santa Inés

Sexo/variables tréficas V. Cont. Est N. items longitud ancho volumen
U de Mann-Whitney 22,000 39,500 22,500 17,500 16,500
Sig. asintotica (bilateral) ,020 ,257 ,020 ,008 ,006
Media (3/2) 5,66/37,63| 5,36/11,13 | 2,59/4,05 | ,70/1,30( 1,28/3,71
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