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4.2 Esqueletocronologia

El término “Skeletochronology” fue propuesto por Castanet et al.(V para anali-
sis tedricos y aplicaciones practicas del uso de las marcas de crecimiento en
el esqueleto (GMs de aqui en mads, por sus siglas en inglés: “Growth Maks”)
mediante los cuales las estrategias de historia de vida, y los factores que las
controlan pueden ser descifradas. Esto se debe en parte a que durante la
ontogenia de un vertebrado, las variaciones en las tasas de crecimientos pro-
ducidas por variaciones ambientales locales, tienen una gran influencia en la
organizacion del tejido esquelético mineralizado, principalmente huesos y
dientes®. Si se considera ademas que cada parte del esqueleto tiene su pro-
pia condicién especifica de crecimiento, el cual también diferird de un lugar
a otro para un estado ontogenético en particular, se estard en condiciones de
realizar inferencias de los patrones de crecimiento de un organismo, partien-
do de estas variaciones en espacio y tiempo que sufre la organizacion tisular.

Asi, para poder realizar estas inferencias, la esqueletoncronologia se basa en
la presencia de marcas de crecimiento 6seo de forma ciclico y anular, que se
puede visualizar en secciones transversales principalmente de los huesos lar-
gos de los organismos. En los anfibios, especialmente en anuros y caudados,
las marcas de crecimiento en el esqueleto osificado son identificadas con gran
calidad debido a que los huesos de los “anfibios modernos” poseen una orga-
nizacién 6sea muy simple®?. A pesar de ello, desde la década de los 40, mo-
mento en el cual Senning reporta por primera vez la presencia de GMs en los
huesos de Necturus maculosus, no siempre ha sido facil encontrar un consenso
en la descripcion e identificacion de estas marcas. Por ello resulta importante
describir brevemente las tres categorias de GMs que pueden ser identificadas:

ZONAS: corresponden a las capas opacas mds anchas, que se visualizan en
las secciones transversales, depositadas durante los periodos anuales de os-
teogénesis activa®.

ANNULL corresponden a periodos donde la osteogénesis es mas lenta vy,
por lo tanto, estas marcas son mas estrechas y transltcidas que las zonas
adyacentes®.

LAGs (Lines of Arrested Growth): son lineas siempre delgadas, funcionalmen-
te definidas como lineas de descanso (“resting lines”) que se depositan en los
periodos donde la osteogénesis casi se detiene o se detiene completamente©?.

En forma genérica, se puede decir que las GMs son la expresion de una va-
riacion gradual en la velocidad de la osteogenesis que se da en cada marca.
Esto determina en su conjunto un ciclo completo de deposicion del hueso.
De este modo cada ciclo sucesivo comprende: una osteogenésis muy acti-
va (ZONAS), pasando por una de menor actividad (ANNULI), y finalmen-
te un detenimiento o “descanso” de la misma (LAGs). Cabe mencionar que
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en muchos ocasiones, dependiendo de factores intrinsecos o extrinsecos de
cada especie, esta descripcion general sufre importantes modificaciones (e.g.
no siempre estan presente las annuli, presencia de doble LAGs, reabsorciéon
6sea, entre otras), que se tratard en detalle al explicar el andlisis de interpre-
tacion de los cortes realizados.

Las estimaciones de la edad a través del conteo directo de las LAGs, tanto en
Argentina como en el resto del mundo sigue, en sus aspectos mas generales,
los procedimientos histologicos empleados por Castanet® y Castanet y Simi-
rina®. Aunque pueden incorporarse pequefias modificaciones a la técnica en
funcién de las caracteristicas de las muestras, equipamiento y objetivos del
trabajo. En este punto es preciso quizds recordar que la esqueletocronologia
no es una linea de investigacion en si misma, sino, simplemente, un método
que permite responder formulados que realizan los investigadores a la hora
de intentar entender diferentes procesos y mecanismos préximos que deter-
minan las observaciones efectuadas. En otras palabras, es la herramienta que
permite acercarse, dentro de diferentes lineas de investigacién, a un mejor
entendimiento de las posibles adaptaciones, patrones, estructuras o funcio-
nes, en la historia de vida de una poblacién, especie o comunidad biolégica.

Primer paso, obtencion de las muestras

Como se sugiri6 en los pérrafos introductorios, la muestra para esqueleto-
cronologia consiste en huesos largos de los individuos a analizar. La cantidad
de individuos a analizar dependerd intimamente de los objetivos del trabajo
y de la disponibilidad de ejemplares.

Los huesos pueden ser tanto falanges (lo més usual) u otros huesos largos
tales como humeros, fémures, etc. (menos usual)®*!%). Una ventaja del uso
de falanges es que pueden obtenerse de animales vivos, ya que el corte de
un dedo (foe clipping) no deberia afectar significativamente la supervivencia
del animal, ni genera mucho estrés®. La alternativa es el uso de animales de
coleccién, en los que la seleccion del hueso a utilizar dependera del objetivo
del trabajo, el tamafio del animal y la posibilidad de disponer solo de una/s
falange/s, u otro hueso largo.

Aspectos a considerar en y para el ajuste de la técnica de
esqueletocronologia

Los mayores aspectos que hacen al ajuste de la técnica son:

a) La especie que se vaya a estudiar

114



4.2 Esqueletocronologia

Las diferencias que puedan surgir en la metodologia para la estimacion de la
edad, en funcién de las especies a estudiar, estan relacionadas a los tamatios
de las falanges, u otros huesos largos (htmero, fémur) propios de cada espe-
cie, y al patréon de crecimiento que cada especie presenta. No es intencion en
este punto ahondar en las particularidades de cada especie, pero podriamos
decir de forma general en base a la experiencia y, centrado en la revision de
estudios que se han realizado en la ultima década en especies Argentinas,
que la mayor o menor factibilidad de obtener buenos cortes y GMs bien de-
finidas, ya se evidencia a nivel Familia. Asi, especies de la familia Bufoni-
dae como Rhinella achalensis, R. arenarum, Melanophryniscus devincenzii, M.
atroluteus y M. krauczuki®*'; Microhylidae: Dermatonotus muelleri®® 17, Ce-
ratrophryidae: Ceratophrys cranwelli®® y Chacophrys pierottii™; Leptodactyli-
dae: Leptodactylus latinasus, L. mystacinus, L. luctator, L. bufonius, Physalaemus
fernandezae®*?; Hylidae: Nyctimantis siemersi®*) y Odontophrynidae: Odon-
tophrynus cf. barrioi®), presentan diferencias que hace més facil o dificultosa
la tarea de hacer una lectura y analisis de las GMs. Las especies de la familia
Bufonidae tienen, por ejemplo, huesos de las falanges de diametro mayores
en relacion al tamafio corporal, presentando mayor area de hueso cortical,
y unas GMs que, por lo general, estan bien definidas y se tifien con un buen
contraste. Las especies de la familia Leptodactylidae, presentan LAGs que se
tiflen mas débilmente, y dado su patrén de crecimiento acelerado, es posible
observar en las Zonas de crecimiento (es decir entre dos verdaderas LAGs)
otras lineas mas delgadas y mds suavemente tefiidas, que pueden dificultar
su lectura. Como ejemplo de diferencias entre especies de una misma familia
se puede citar el caso de la diferencia en este aspecto que se observa entre las
especies de los géneros Rhinella y Melanophryniscus, siendo estas tltimas mds
complejas a la hora de estimar la edad, dado su pequetio tamafio de hueso y
la proximidad de diferentes GMs que se depositan en el mismo.

Por estas diferencias, y considerando el esfuerzo que demandan los cortes,
con los gastos de insumos asociados, es recomendable analizar a priori qué
especies son de interés para analizar, entre el abanico de posibilidades que se
presenta. Lo ideal seria una especie con un tamafio de hueso cortical impor-
tante, que se conozca por la literatura que las lineas se expresan bien, y que
no hay dificultad en su lectura y analisis posterior.

b) Preparacion de los tejidos: tiempos y agentes utilizados en la fijacion,
descalcificacion, deshidratacidn, inclusion, desparafinado y colorante uti-
lizados para la tincién

Siguiendo la cronologia con que se realiza el procesamiento de los tejidos,
hasta el corte en si en el micrétomo, se recomienda tener en cuenta:
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El agente y tiempo de descalcificacion que se va a utilizar. La mayor parte de
la literatura y los estudios realizados en Argentina utilizan preferentemente
el acido nitrico al 5%. No obstante, en lo que se refiere a los tiempos de des-
calcificacion existe mucha variacién entre especies, autores y técnicas.

Los tiempos de descalcificaciéon siempre estdn en relacion a la longitud y
didmetro del hueso. No es lo mismo el tiempo que llevara la descalcificacion
de una falange del dedo III de un Rhinella diptycha que el de un Physalaemus
albonotatus. En la mayoria de los casos los tiempos de inmersién de las falan-
ges en 4cido nitrico varian entre 30 minutos y hasta 72 horas. Lo aconsejable
es estandarizar los tiempos para cada especie, pinchando cada 30 minutos la
falange con un alfiler entomolégico y testear su rigidez hasta lograr que el
tejido tome una consistencia més flexible para realizar el corte.

Por otro lado, existen diferencias entre autores a la hora de decidir si des-
calcificar las falanges sin extraer los tejidos que la recubren, o hacerlo con
anterioridad y poner el hueso, pelado. Nuestra experiencia permite sugerir
que no existen diferencias, en lo que a calidad de corte obtenido se refiere,
en un caso u otro.

¢) Equipamiento para el procesamiento de los tejidos. Procesador “calesi-
ta”, dispensador de parafina, bafio de flotacidn, casetes

Quizés en este punto es donde se pone en juego la creatividad del inves-
tigador, becario o técnico que esté a cargo de los cortes. Es evidente, que
toda aquella “ocurrencia innovativa” para reducir tiempos y costos, del per-
sonal y del laboratorio, es siempre aceptado con muy buen agrado. Es por
ello que, si bien la mayoria sigue una metodologia estandar, en los procesos
de deshidratacién, inclusién, desparafinado y tincion de los cortes, en cada
laboratorio se haya incluido alguna modificacion. Asi se observa como va-
rian la cantidad de concentraciones diferentes de alcoholes que se utilizan,
la inclusién o no de Peterfi para evitar el endurecimiento de los huesos o el
reemplazo del xileno por otro agente menos invasivo para el tejido. Ademés,
los pasos por los diferentes agentes se puede realizar de un modo manual o
con un procesador automadtico, o comtnmente llamado “calesita”’. En la in-
clusiéon entra en juego las diferencias en el medio de inclusién que se utiliza,
ya sea parafina y el tipo de parafina segtin los grados de temperatura que
acepta, otros medios de inclusién como el caso de la resina plastica, que es
mas costosa y no reciclable, pero brinda un mejor medio de “sostén” al teji-
do. Consideramos que una parafina de 50-60 °C es lo mds aconsejable y lo
que se utiliza en la mayoria de los casos, y no existen grandes diferencias en
eficiencia a la hora de obtener buenos cortes. Lo importante en este caso es
que siempre la parafina esté en el rango de temperatura adecuado, no muy
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caliente por ejemplo, y que siempre se encuentre limpia. Es recomendable
reemplazarla cuando se observa que ya comienza a perder el color blanco
original.

También es muy simpatico conocer cémo en cada laboratorio se han esmera-
do por equilibrar la balanza de costo/beneficio, a la hora de elegir el molde
en el cual se va a incluir el tejido en el medio seleccionado. Desde los clasicos
casetes que se compran en las proveedoras cientificas, pasando por el arma-
do manual de pequeiios recipientes con papel metalizado, hasta la utiliza-
cién de la parte posterior de las pipetas plasticas Pasteur descartables. No
cabe duda en este caso que el tamafio del tejido y la orientacion correcta que
se le debe dar juega un rol importante. En este sentido, seria un costo en vano
de parafina y, tiempo y agentes de desparafinado, colocar una mintscula fa-
lange de Melanophryniscus en un casete. Para ello es recomendable el armado
de un molde alternativo “casero” mas pequetio (Figura 4.2.1).

d) Equipamiento de corte: Criostato vs. Micrétomo de rotacion tipo Spencer

Nuevamente aqui se presenta el caso de la balanza costos/beneficios. Quie-
nes han tenido la posibilidad de usar los dos medios mas comunes de instru-
mental de corte lo saben.

Por un lado, el Criostato presenta grandes ventajas frente al Micrétomo de
rotacion tipo Spencer (Figura 4.2.1). Si bien el paso de la descalcificacion es
el mismo, una vez realizado este paso, con el Criostato se pasa directamente
al corte de los huesos. Es decir, no se precisa ni la deshidrataciéon previa al
corte, ni a la tincién. Una vez descalcificada la muestra se incluye con un
medio, que casi de forma instantdnea se congela, en el interior del criostato
y se procede inmediatamente el corte del hueso, para posteriormente pasar
a la tincién directa con unas gotas de Hematoxilina. Por lo general, la selec-
cién de los cortes bajo lupa y el montaje directo en los portaobjetos se rea-
liza utilizando un medio permanente no soluble en xileno. En esta etapa es
aconsejable poner los cortes teflidos en unas capsulas de Petri con agua, para
ayudar al viraje del colorante, mientras bajo lupa binocular se seleccionan
para el montaje aquellos en los que se observa mayor hueso cortical, poca
reabsorcion 6sea y GMs evidentes.

Por la rapidez con que se obtienen resultados con el criostato, debido al me-
nor numero de pasos en el corte en comparacion con el micrétomo rotatorio,
es que es muy utilizado en laboratorios patologicos donde es preciso acelerar
los tiempos para el diagndstico que se requiera.

La desventaja que existe es el costo de adquisicién del instrumental. Es un
equipamiento de importacién, con precios en délares, y que siempre superan
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Figura 4.2.1: Equipamiento para el
procesamiento de los tejidos. Todas
las fotografias incluidas en la figura
fueron realizadas con el instrumen-
tal e insumos del “Laboratorio de
Histologia de la Asignatura Limno-
logia de la FACENA-UNNE” por el
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Lic. José Miguel Pifieiro, bajo la di-
reccién del Dr. Federico Marangoni.
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los porcentajes maximos que se pueden utilizar en un proyecto de investi-
gacion para la compra de este tipo de equipamiento (material inventariable).
Con lo cual para un grupo en formacion es una tarea titanica.

Sin considerarla una desventaja, también esa rapidez con que se obtienen
los resultados en el criostato, se traduce en una merma de la calidad de los
cortes. Se puede observar mejores detalles y mayor nitidez con la metodo-
logia que se aplica usando un micrétomo rotatorio dado que los tejidos se
tifien y aclaran mejor. Esta es en si, ademas de la reduccion en la compra del
equipamiento, mucho mads accesible para cualquier laboratorio, una de las
razones del porqué este tipo de micr6tomo es el instrumental mas utilizado
en esqueletocronologia.

En la Caja 4.2.1 se ha compilado una serie de causas posibles de problemas
diferentes que pueden surgir cuando se realizan cortes histolégicos con el
micrétomo rotatorio.

e) Tincidn, colorantes mas utilizados

Como en la mayoria de los estudios generales de histologia, la Hematoxilina-
Eosina (H&E) suele ser el tefiido de rutina. En el caso de la esqueletocrono-
logia, la hematoxilina de Harris se usa en el método regresivo. Este consiste
en tefiir todas las estructuras del tejido y luego someterlo a un proceso de
decoloracién controlada. En cambio, cuando se utiliza hematoxilina de Ma-
yer, el método es progresivo. La tincion progresiva consiste en obtener una
coloracion adecuada controlando el tiempo de la secciéon en el colorante, de
modo que a mds tiempo mads coloraciéon. Otra de las hematoxilinas comun-
mente usada es la de Ehrlich o de Gill.

Como recomendacién para su uso es mantenerla en lugar seco y fresco, y
filtrarla antes de su uso, valiéndose de un papel de filtro de café por ejemplo.

f) Medios de montaje

Para el caso del criostato, se utiliza un medio comercial cuya formulacién
es solo conocida por sus fabricantes. En su reemplazo hemos tenido buenos
resultados con el adhesivo sintético Voligoma®. Por otro lado, en el caso de
realizar la técnica con el micrétomo rotatorio, el mas comtn y permanente es
el balsamo de Canadé4. Sin embargo, también es posible utilizar una solucién
1:1 de glicerina liquida y alcohol. Si bien esta tltima tiene la ventaja de ser
mas barata, es un medio de montaje no permanente. Por ello, transcurridos
unos pocos dias, se puede comenzar a observar decoloracion de los tejidos.
Por lo cual se recomienda realizar el fotografiado de las secciones de hueso,
el mismo dia o al dia siguiente de realizar los cortes.
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Caja 4.2.1 - Problemas con cortes histolégicos

CINTA PARTIDA O RASGUNADA A LO LARGO
-Polvo o material indeseable en el filo de la cuchilla.
-Calcio o cuerpos extrafios en el tejido.

-Particulas o Polvo en la parafina.

CORTES GRUESOS Y DELGADOS
-Bloque muy grande para el micrétomo.
-Tornillos sueltos.

-Blogue o tejido muy duro para cortar.

-Cuchilla oxidada.

-Grado de inclinacion de la cuchilla insuficiente

COMPRESION Y ARRUGAS
-Blogue o cuchillas calientes.
-Cuchilla muy vertical.

-Cortes muy finos.

-Tornillos del microtomo sueltos.
-Cuchilla sin filo.

CORTES CON AGUJEROS O PORCIONES
FINAS Y GRUESAS
-Tejidos procesados incompletos.

CORTES INCOMPLETOS, SECOS O
DEGRADADOS

-Procesamiento o infiltracion incompletos.
-Parafina muy caliente al momento de infiltrar o
incluir.

NO SE FORMAN CINTAS
-Cuchilla sin filo.

-Blogue muy caliente.

-Angulo incorrecto de la cuchilla.
-Mecanismo del micrétomo suelto.
-Procesamiento incompleto.

RASGUNOS, LINEAS O FRACTURAS EN
EL CORTE

-Polvo o cuerpos extrafios en la parafina.

-Calcio o cuerpos extraiios en el tejido.

CORTES DE TAMANO DESIGUAL
-Blogue inadecuadamente devastado.
-Blogue no alineado con la cuchilla.

CINTAS TORCIDAS O DESIGUALES
-Filo de la cuchilla irreqular.

-Blogue y cuchilla no estan paralelos.
-Blogue no es rectangular o cuadrado.

Modificado de: Flores et al. 1996. Manual de histologia. Asuncién Paraguay, pp. 122
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g) Equipamiento para el fotografiado

Gracias al avance en la tecnologia hoy podemos observar desde imponentes,
costosos y calificados microscopios con cdmaras fotograficas acopladas, has-
ta un simple soporte para realizar fotografias con cualquier teléfono equipa-
do con camara directamente acoplado al ocular. Es evidente que las funcio-
nalidades y las posibilidades que se abren teniendo un buen equipamiento
no tienen discusién. Sin embargo, hay que mencionar que para el caso de
obtener las fotomicrografias de los cortes de falanges, basta con un teléfono
equipado con camara y, como se indica a continuacion, de un software para
la posterior medicion de las GMs.

h) Medicion de los cortes y calibracion del instrumental

A lo largo de los afios, y el paso por varios laboratorios, hemos observado
que son muy pocos las casos en lo que se cuenta con un microscopio con cé-
mara acoplada y conectada a un software que esté bien calibrado en funcion
de los distintos aumentos que se seleccionen para la obtencién de las fotos.
En muchos casos es necesario recurrir a la transformacién de pixeles a micras
u otras magnitudes, partiendo de una referencia de medida conocida, para
calcular el tamafio del hueso. Estas medidas de referencias se pueden obte-
ner fotografiando, con cada uno de los objetivos que presente el microsco-
pio, un portaobjetos milimetrado que se puede comprar en las proveedoras
cientificas, a partir de fotografiar una camara de Neubauer o directamente
fotografiando un papel milimetrado. Con estas fotos de referencia se podra
calibrar los softwares a utilizar. Esto serd el caso de no contar con uno ya
calibrado en el laboratorio.

Para la medicion de los cortes, en la mayoria de los estudios se toma el dia-
metro del axis mayor y menor de la cavidad medular, de cada LAGs y del
perimetro del hueso. Esto servira para los posteriores andlisis del tamatio del
hueso y poder estimar los patrones de crecimiento de la especie en estudio.

Siempre es aconsejable tomar como minimo dos buenas fotos con el menor
aumento en el que el corte sea visible en todo su contorno, las cuales serviran
posteriormente para realizar las mediciones. Otras dos como minimo, con el
mayor aumento que el tamafio del corte lo permita, nos servira para tener
un buen detalle de la secciéon de hueso donde se analizaran las GMs y se
estimara la edad.

i) Interpretacion de las GMs para las estimas de la edad y patron de crecimiento

Se podria decir que esta etapa, luego de la obtencién de los datos, es la mas
importante de todas. Sera la forma en que se interpretan los resultados ob-
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tenidos lo que dara mayor probabilidad de realizar una estimacion segura
de la edad. Claro que el lanzarse a la aplicacién de la técnica, aprender sobre
ella, y poder obtener buenos cortes es algo que se debe alentar a quienes
se interesen en la ecologia de anfibios y reptiles. Pero, no se debe olvidar
proveer también el asesoramiento o el material bibliografico que permita a
los principiantes adquirir los conocimientos tedricos para luego poder in-
terpretar lo que observan en las fotografias de los cortes. En muchos casos
el personal adiestrado en la técnica obtiene muy buenos cortes, pero no ha
recibido la preparacion previa suficiente para entender lo que observa bajo
el microscopio e intenta sacar conclusion a tientas.

Los procedimientos habituales que se siguen y aconsejan para la interpreta-
cién de los cortes son:

- Que las observaciones (o lectura de los cortes) se realicen de forma indepen-
diente por al menos dos personas. Esto garantiza que la estimaciéon que cada
uno realiza, no se vera condicionada por la interpretacion de la otra persona.

- Que ninguno de los dos observadores cuente con la informacién del sexo
o tamafio del individuo del cual proceden las falanges que esta observando.
Conocer a priori esta informacion los convertiria en observadores subjetivos,
partiendo que generalmente en los anfibios se ha demostrado que las hem-
bras alcanzan la madurez sexual en afios posteriores a los machos, y que en
algunos casos, el tamafio puede ser directamente proporcional a la edad.
Como ejemplo, ante la duda si un animal tiene 3 o 4 afios, se podria incurrir
en el sesgo de optar por los 4 afios al conocer con antelaciéon que se trata de
una hembra.

- En una etapa posterior, ambos observadores contrastaran sus datos y de-
finirdn, de forma conjunta, qué edad acuerdan en aquellos individuos que
no hubo coincidencia en la estimacion de la edad al analizarlo de forma in-
dependiente. La experiencia demuestra que esta instancia es muy enrique-
cedora, sobre todo cuando alguno de los dos observadores posee un mayor
conocimiento en interpretacion de los cortes y, como se indica mas adelante,
un buen conocimiento de la ecologia de la especie en estudio.

- Siempre se selecciona para la estimacién de la edad, aquellos cortes que
contengan la mayor cantidad de hueso cortical y menor cavidad medular
(ver mds abajo), como es el caso de aquellos cortes de las diéfisis de los hue-
sos largos donde se pueden observar las GMs.

- Dentro de la variedad de cortes “buenos” que se pueden encontrar al atra-
vesar la diafisis, siempre se recomienda seleccionar para la estimacién de la
edad aquellos cortes donde se observa la mayor cantidad de LAGs. Si bien
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los estudios demuestran que la cantidad de LAGs, o por expresarlo de otra
forma, la edad estimada en LAGs, no varia en funciéon del corte de una u otra
talange, u otro hueso largo del mismo individuo, es posible encontrar algan
tipo de variacién en la cantidad de LAGs observadas entre diferentes seccio-
nes de un mismo individuo, producto de un artefacto de la técnica.

- Como ya se ha mencionado, es sumamente importante tener un conoci-
miento exhaustivo de la ecologia en general, y particularmente de la biolo-
gla reproductiva de la especie en estudio. Es necesario saber cudles son sus
periodos de actividad reproductiva, periodos que esta activo pero que no
necesariamente esté en la busqueda activa de pareja o en ntcleos reproduc-
tivos y los periodos de inactividad, sean hibernacién o estivaciéon. Como es
sabido, existen especies que se reproducen en invierno y pasan el verano
inactivos o viceversa. Por otro lado, también es muy importante conocer si
dentro de un mismo afio, una especie puede atravesar uno o dos periodos
de actividad/inactividad, como es el caso de Triturus marmoratus®. Como
se indicard a continuacion en el parrafo de “Formacion y cronologia de las
LAGs”, el desconocimiento de estos aspectos podria llevar a errores, por so-
bre o subestimacion de la edad.

Realizadas estas las aclaraciones, las sugerencias para el procedimiento de
identificar las GMs y estimar la edad son:

1) Identificacion de las GMs.

2) Identificacion de la linea de Metamorfosis.

3) Reabsorcion endosteal e Identificacion de la Linea de Reabsorcion.
4) Presencia de LAGs en el hueso endosteal.

5) LAGs suplementarias.

6) Consideracion del perimetro de hueso como una LAGs.

1) Para identificar las GMs resulta sumamente necesario contar con el cono-
cimiento previo de lo que son las Zonas, Annuli, LAGs, y hacer una identifi-
cacion de ellas como primera medida (Figura 4.2.2).

2) Se debe identificar la Linea de Metamorfosis (LM, de aqui en mds) para,
luego, expresar en qué porcentaje del total de individuos fue observada. La
presencia de la LM garantiza que en el proceso de remodelacion, la absor-
cién 6sea, no ha degradado ninguna de las LAGs mds internas. Es decir,
aquellas que se formaron en los primeros afios de vida de un individuo. Esto,
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en el caso de ocurrir, podria llevar a una subestimacion de la edad.

Consecuentemente, la presencia de la LM también estard indicando los li-
mites entre el hueso endosteal y el periosteo, siendo en este altimo donde se
contaran las LAGs que se observan. Para la identificacion a nivel histolégico
dela LM, el endosteo y periosteo, se sugiere la lectura de la bibliografia reco-
mendada en el siguiente punto (Figura 4.2.2).

3) Como se ha comentado anteriormente, las LAGs depositadas en la region
mas interna del periosteo, es decir aquellas que se formaron durante los pri-
meros afos de vida (generalmente la primera o segunda LAGs), pueden ser
totalmente removidas durante la reabsorcion perimedular del hueso endos-
teal. Este proceso de remodelacion 6sea, deja marcada una linea identifica-
ble, mayormente en adultos con mayor grado de hueso endosteal, por su
contorno irregular que se tifie menos intensamente que la LM. Esta linea es
denominada por muchos autores como Linea de Reabsorcion (LR, de aqui en
maés). En los casos donde puede observarse reabsorcion 6sea, la LR pasa a ser
el limite entre el hueso endosteal y el periosteo, y no la LM que fuera remo-
vida en el proceso. Es preciso también mencionar que las causas proximas de
la reabsorciéon no estdn muy bien entendidas hasta el momento, por lo que se
sugiere la consulta de: Castanet y colaboradores®), Hemelaar®) Castanet &
Smirina®, Sinsch®?*%, Marangoni y colaboradores® (Figura 4.2.2).
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Figura 4.2.2: Seccién de falange de
una hembra adulta de Physalaemus
fernandezae tefiida con Hematoxi-
lina de Ehrlich, donde se pueden
observar tres LAGs en el periosteo
(indicadas con flechas). mc: cavidad
medular, eb: hueso endosteal, pbm:
margen del periosteo. Extraido de
Marangoni y colaboradores®”
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4) Durante la osteogénesis, las Zonas se alternan con lineas que se tifien in-
tensamente con Hematoxilina y representan periodos de detenimiento del
crecimiento. Por tal motivo se las denomina LAGs, “Lines of Arrested Growth”,
lineas de detenimiento o de descanso (“resting lines”), dado que unas pocas
semanas sin ostegenesis es suficiente para inducir la deposicion de las LAGs
en anfibios®. Castanet y colaboradores® las describen como “mads transla-
cidas que las otras marcas, también son mads refractarias y aparecen como la
estructura 6sea mas brillante bajo luz polarizada” (sic) (Figura 4.2.2). En el
apartado siguiente se aborda el origen de su formacion y cronologia.

5) Al comenzar esta seccién se hizo mencién a la importancia que tiene, a la
hora de realizar una estimacion correcta de la edad por andlisis de las GMs,
el conocimiento exhaustivo de la biologia reproductiva de la especie. Como
se describe en el punto (4), las LAGs representan momentos en los que la os-
teogenesis se detiene, y si bien que las origina se analizara mas adelante, esta
claro que estos periodos corresponden a momentos en los qué los individuos
se encuentran inactivos, ya sea por inviernos frios y/o secos (hibernacién), o
veranos calurosos y secos donde los cuerpos de agua para la reproduccion
desaparecen y los individuos permanecen en sus refugios (estivacién). Tam-
bién, se adelanta para una mejor comprension, que estas LAGs en la mayoria
de los casos se forman anualmente, es decir porque los individuos tienen un
solo periodo de inactividad por afio, sea por hibernacién o estivacién. Sin
embargo, la presencia de LAGs suplementarias que irrumpen la regla gene-
ral de “una LAGs por afio”, es un caso que ocurre en un nimero importante
de especies®?*%) En muchos de los casos esto es debido a dos periodos de
inactividad/actividad en un mismo afio, lo que lleva a la formacién de dos
LAGs por afio. Es aqui donde toma relevancia la recomendacion de conocer
a priori la biologia de la especie que se estudia a fin de poder interpretar co-
rrectamente este tipo de excepciones a la regla general cuando se presente.

6) Otro de los detalles abiertos al debate entre los herpetélogos que aplican
la técnica esqueletocronoldgica para la estimacion de la edad, es la conside-
racion o no del perimetro de hueso (es decir del borde exterior) como una
LAGs. Es frecuente entre los observadores, que se opte por contar la canti-
dad de Zonas, es decir cuantos periodos de crecimiento tuvo el individuo,
u optar por contar la cantidad de periodos de detenimiento del crecimiento,
es decir, la cantidad de LAGs que se observan en la seccién del hueso. Es
en este ultimo caso, donde se presenta la disyuntiva de considerar o no al
perimetro como una LAG mads. En este caso se deberia considerar dos cosas:
en primer lugar, la fecha de captura, y en segundo lugar, e insistiendo en
el conocimiento previo que se debe tener sobre la biologia de la especie en
estudio, saber si la fecha de captura fue en los dias o meses anteriores a la
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hibernacién/estivacion, o por el contrario los individuos se capturaron en un
lapso de tiempo inmediato posterior a estos periodos. En la Figura 4.2.2, se
observa como en el primer caso el perimetro se cuenta como una LAG més,
y no se cuenta de ocurrir el segundo caso.

Formacion y cronologia de las LAGs y validacion del
método

Validacidn:

Es importante, a la hora de realizar las interpretaciones correctas y poder
discutir los resultados, detenerse a considerar las causas que originan la for-
macién de las GMs, y su periodicidad. La bibliografia es muy extensa (ver
Sinsch?®), y a pesar de haber estado en debate por varias décadas, hoy existe
suficiente evidencia para afirmar que:

Los estudios soportan la hipétesis de Castanet y colaboradores® quienes
sostienen que la formacion de las LAGs es, en tltima instancia, causada por
una base genética con un ritmo circanual, que bajo condiciones naturales se
torna sincrénica y reforzada con el ciclo estacional.

Para los anfibios sujetos a una marcada estacionalidad (calido/frio o seco/
himedo), el ciclo climatico anual parece ser el factor ambiental mds impor-
tante responsable de la periodicidad anual observada.

Sin embargo, como se demostr6 en las tltimas décadas, estudios realizados
en especies tropicales y subtropicales, que viven en condiciones climaticas
mas o menos constantes a lo largo del afio, o en condiciones estables de labo-
ratorio (ver seguidamente), las lineas se expresan de igual forma®*®.

La periodicidad de las LAGs es anual, con excepcion de aquellas especies
que pueden presentar un doble ciclo de actividad anual ®#3%),

Ahora bien, en la practica, para confirmar la confiabilidad del método es-
queletocronolégico, se puede asumir esa periodicidad anual basada en las
fuentes bibliograficas que la confirman en numerosas especies, o bien con-
firmarlo empiricamente para cada una de las especies de las cuales se quiera
describir su estructura de edad y sus parametros relacionados.

Distintos acercamientos que se pueden utilizar y algunas consideraciones
finales:

(i) Individuos de edad conocida

Se puede referir el caso del trabajo pionero de Schroeder y Baskett®® quienes
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marcaron 42 metamorficos de la rana toro (Lithobates catesbeianus), utilizando
la técnica de toe-clipping®. Se criaron por muchos afios en sitios cercados, y
posteriormente se pudo confirmar que el nimero de zonas o annulis marca-
das en el hueso pterigoideo, fueron iguales al nimero de afios transcurridos
desde el marcado de los metamorficos.

(ii) Estudios de Marca-Recaptura en la naturaleza

(iia) Metamorficos: es posible, siguiendo lo realizado por Tejedo y colaborado-
res® realizar una marcado individual de anfibios metamorfoseandose en una
charca, y dado su intensa filopatria, realizar recapturas en su regreso al cuer-
po de agua en afios posteriores. Asi, mediante el uso de la esqueletronologia,
confirmar la concordancia entre los afios transcurridos desde la metamorfosis
(cuando se los marco) y la cantidad de lineas que se observa en los huesos.

(iih) Adultos: esto implica la captura de adultos, de los cuales no se requiere
conocer la edad a priori, sino simplemente observar la cantidad de lineas
presentes en, por ejemplo, las falanges al momento de la captura. Posterior-
mente, cuando en afios sucesivos se recapture el mismo individuo, se apli-
card la técnica utilizando otra de sus falanges. Si la periodicidad es anual, el
numero de LAGs incrementadas entre la primera falange y segunda falange
cortadas, se deberia corresponder con los afios transcurridos.

(iii) Etiquetado fluorescente

Este método implica la introduccién de marcas artificiales tefiidas en el hueso
en crecimiento y la realizacion de estudios de marca-recaptura. Estas marcas
artificiales nos van a permitir observar el momento preciso de la deposicion
de las marcas y confirmar de esta manera su periodicidad.

Sin lugar a dudas, al considerar las alternativas de validaciéon del método
mediante las opciones (i) y (ii), los investigadores se encuentran con algu-
nas problematicas. Una de las que se resalta es el insignificante porcentaje
de recapturas reportadas para anfibios cuando se marcan individuos en la
naturaleza. Asi, el esfuerzo en recursos humanos y financieros, relacionado
a los resultados obtenidos, hace que estos métodos sean poco eficientes. La-
mentablemente, en muy pocos casos es posible esperar el tiempo necesario
para que los individuos marcados regresen a los cuerpos de agua, sea en
uno, dos, 0 mds afios para poder validar el método y posteriormente publi-
car los resultados.
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Validacion del método en especies de Argentina

En anfibios de Argentina, existen en la actualidad solo tres trabajos publi-
cados que validaron el método en tres especies de anuros. Marangoni y co-
laboradores®® criaron desde la metamorphosis (G-43, Gosner*) hasta cum-
plido un afio de edad (desde el 15 de diciembre de 2006 al 15 de diciembre
de 2007), siete individuos de Ceratophrys cranwelli y nueve de Dermatonotus
muelleri, en los que se confirmé no solo la periodicidad anual de las GMs,
sino también, la hip6tesis de la base genética en la formacion de la edad pro-
puesta por Castanet y colaboradores®. Esto tltimo basado en que los indi-
viduos fueron criados en condiciones constantes de laboratorio, eliminando
cualquier influencia del ambiente, y los individuos permanecieron durante
todo el afio en actividad. A pesar de estas condiciones, las GMs se formaron
en las falanges analizadas.

Loépez y colaboradores®, capturaron ocho individuos adultos de Leptodac-
tylus luctator, realizaron el corte de la primera y segunda falange del segundo
dedo del pie izquierdo y los mantuvieron en cautiverio durante un afio (di-
ciembre de 2013 a enero de 2015). Los ocho ejemplares fueron divididos en
dos grupos de cuatro individuos. Un grupo fue mantenido en condiciones
estandares de laboratorio (25 + 1°C; 12hs luz / 12hs oscuridad), eliminando
cualquier influencia del ambiente. Mientras que el otro grupo fue mantenido
en una habitaciéon con menor temperatura (22 + 1°C) y luz natural. Transcu-
rrido el afio de cautiverio, realizaron el corte de la tercera falange del mismo
dedo y se compararon las GMs al inicio y al final del cautiverio para los in-
dividuos. En los ocho ejemplares se observo la formacién de una sola LAG
tras el afio de cautiverio, sin relacionarse con el grupo al que pertenecieran,
confirmando también en esta especie la hip6tesis de la base genética en la
formacion de las GMs propuesta por Castanet y colaboradores®@).

Recientemente, Pifieiro y colaboradores®), utilizando la misma metodologia
propuesta por Marangoni y colaboradores®®, llegaron a las mismas conclu-
siones analizando en este caso individuos de Nyctimantis siemersi.
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