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4.7 Pardametros termo-fisiologicos

La importancia de medir la temperatura corporal

Los organismos ectotermos estan fuertemente influenciados por su ambien-
te térmico, ya que la transferencia de calor entre el organismo y el medio
se realiza a través de la superficie de la piel por mecanismos de radiacién,
conveccién, conduccién y evaporaciéon. Los primeros tres dependen del
gradiente térmico que existe entre la piel y el ambiente, en cambio la pérdida
de calor por evapotranspiracion s6lo depende de la presiéon de vapor que
existe entre la piel y el ambiente®. La regulacion de la temperatura en anima-
les ectotermos, como asi también la amplitud de su rango térmico®, limitan
y modifican sus funciones fisiolégicas y comportamentales.

Para aquellos animales que presentan como estrategia principal de ganancia
energética la heliotermia, tiene especial importancia el patrén y disefio de
colores que estos poseen, ya que son capaces de intercambiar calor con el me-
dio, absorbiendo y reflejando la luz solar, manteniendo asi el balance térmico
requerido®®. Por otro lado, muchos ectotermos termorregulan moviéndose
entre distintos tipos de microhébitats durante el dia y la noche, ajustando de
esta manera su temperatura corporal y manteniéndose en un rango 6ptimo
de temperatura®’'%. Por ejemplo, la rana Lithobates catesbeiana, presenta un
mecanismo termorregulador en el cual modifica su posicion dentro de los
cuerpos de agua, moviéndose desde las orillas (aguas poco profundas) hacia
el centro de la laguna (aguas de mayor profundidad), a medida que trans-
curre la noche y la temperatura disminuyeV. Este comportamiento, se debe
a que el recurso energético varia en cantidad y calidad continuamente en el
tiempo y espacio®. Asimismo, el beneficio de mantener una temperatura
Optima esta limitado por los costos metabdlicos que demandaria seleccionar
los diferentes ambientes térmicos™.

Laintensidad de la termorregulacién puede conceptualizarse como un conti-
nuo de estrategias que van desde la regulacion activa de la temperatura cor-
poral dentro un rango preciso (especies termorreguladoras), hasta especies
que obtienen pasivamente la temperatura del ambiente (termoconformes).
La diferencia entre ambas estrategias radica en los costos y beneficios que
demanda la termorregulacion®, donde el costo mds evidente es el tiempo
invertido. La estimacion del grado en que las especies termorregulan se rea-
liza mediante el cdlculo de indices que integran distintas variables, como las
temperaturas ofrecidas por el ambiente, el rango de temperaturas corporales
en el campo y el rango de temperaturas preferidas por los individuos®.

Las temperaturas ofrecidas por un ambiente a microescala corresponden a
la distribucién nula de las temperaturas que los animales no termorregula-
dores podrian experimentar, y suelen tomarse con modelos que imitan las
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caracteristicas fisicas (como tamafio y conductividad) de la especie en estu-
dio®. Por otra parte, la temperatura selecta o temperatura preferida®, la
cual se obtiene bajo condiciones de laboratorio, es aquella que los individuos
seleccionan sin que existan las restricciones impuestas por el ambiente, y que
en muchos casos no se aproxima a la que se obtiene en los registros de cam-
po. La diferencia entre las temperaturas selectas en el laboratorio y las tem-
peraturas registradas en el campo, pueden deberse a que en el laboratorio los
costos externos que limitan la termorregulaciéon no estan presentes™. Ade-
mads, los animales de vida nocturna poseen temperaturas de actividad mas
bajas que las que se obtienen generalmente en el laboratorio. Este desbalance
entre las temperaturas selectas y de campo puede afectar potencialmente el
escape de predadores, alimentacion, entre otros®'.

En anfibios, la termorregulacion es principalmente conductual ya que hasta
el momento no se ha demostrado la existencia de mecanismos fisiologicos
que les permiten generar calor suficiente para elevar su temperatura cor-
poral por encima de la del ambiente™. Desde el punto de vista ecolégico,
la selecciéon del microhabitat puede influir en los procesos fisiolégicos y en
la dinamica de las poblaciones®. Por lo tanto, uno de los factores ecol6-
gicos mds importantes que modulan la termorregulaciéon en anfibios es la
seleccion del microhdbitat, ya que todo habitat esta formado por un mosaico
espacial y temporal de factores bidticos y abi6ticos en estrecha relacion; y de-
bido a esta heterogeneidad ambiental, la ubicacion exacta de un organismo
determina su eficacia biolégica inmediata®. En general, se considera que
los ambientes terrestres son térmicamente mas heterogéneos®?). Los anfi-
bios, segtin las etapas de su ciclo de vida, se encuentran ocupando/habitan-
do, tanto ambientes terrestres como acuaticos. Estos ambientes difieren, por
ejemplo, los ambientes acudticos presentan menor heterogeneidad térmica
a escalas espaciales pequefias, respecto a los ambientes terrestres®, lo cual
puede limitar la capacidad de termorregular de los organismos que alli vi-
ven. Por un lado, los animales pueden evitar activamente las temperaturas
extremas (por ejemplo buscando refugios térmicos), incluyendo en esta ca-
tegoria a gran naumero de pequefios mamiferos, reptiles, anfibios e insectos.
Por otro lado, los animales pueden resistir las temperaturas impuestas por el
ambiente a través de distintos mecanismos, tales como la dormancia diaria o
estacional que permite resistir temperaturas adversas y disminuir la tasa de
deshidratacion®). En este marco, las preguntas que podemos abordar desde
la fisiologia térmica son muy amplias, por lo tanto, en el presente compen-
dio intentaremos mostrar las técnicas metodologicas mas utilizadas para res-
ponder algunas preguntas.
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Técnicas comtinmente usadas para determinar parametros termo-fisiologi-
cos:

* Medicion de la temperatura corporal de las especies en estudio

* Relevamiento de la temperatura ambiental a microescala (temperaturas
operativas)

* Registro de los extremos térmicos de las especies en estudio
* Determinacion de la temperatura seleccionada de las especies en estudio

* Técnicas para conocer la temperatura 6ptima y sus diferentes parametros

4.7.1 Técnicas utilizadas para la medicion de la
temperatura corporal

4.7.1a Obtencion de la temperatura corporal de manera directa

Muchos estudios cldsicos tienen como denominador comun la obtencion de la
temperatura corporal de los anfibios durante su actividad®?. Los instrumen-
tos utilizados son los termémetros de mercurio (Figura 4.6.1A), sin embargo,
en la actualidad es mds comtin el empleo de los termémetros electrénicos con
una termocupla (Figura 4.7.1B). En algunos casos, también se pueden utilizar
termometros infrarrojos (Figura 4.7.1C), que no son de contacto directo.

Cuando se trata de anfibios adultos, para la obtencién de temperatura cor-
poral durante el periodo de actividad debemos tener en cuenta varias consi-
deraciones. Que el proceso debe realizarse de manera rapida, tomando a los
animales por la cabeza, minimizando de este modo el contacto y la transfe-
rencia de calor desde el operador al individuo, y descartando las mediciones
de animales pequefios y de animales manipulados de manera prolongada.
Se debe insertar el bulbo del termdmetro de mercurio o la termocupla del
termometro electronico en el interior de la cloaca del animal, 1o cual varia de
acuerdo al tamafio del animal y por convencién se introduce una porciéon de
la termocupla correspondiente a un 10% del largo hocico-cloaca. Luego de-
bemos esperar que la lectura se estabilice y registrar la temperatura corporal.
Este dato, es considerado la temperatura corporal de actividad®-.

Las mediciones con termémetros infrarrojos (de no contacto), son comun-
mente usadas en investigaciones de laboratorio y campo®’32%). Es importan-
te recalcar que antes de tomar los datos con termoémetros infrarrojos debe-
mos calibrar la medicién, ya que lo que deseamos medir es la temperatura
del cuerpo y no la de la piel. Para ello, se debe realizar un modelo lineal entre
los valores de la temperatura de la cloaca y los de la piel para luego corregir
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Figura 4.7.1. Term6metros comun-
mente usados para registrar la tem-
peratura corporal. A) Termémetro
clasico de mercurio o alcohol. B)
termémetro electrénico con termo-
cupla, y C) termémetro infrarrojo el
cual no necesita hacer contacto di-
recto con el individuo para registrar
la temperatura. Foto: E. Sanabria.

Figura 4.7.2. Calibracién clasica de
un termémetro infrarrojo de no con-
tacto para estimar la temperatura de
la cloaca de los sapos estudiados. El
modelo matematico resultante es
Temperatura de cloaca = -0.42 + 0.98
* temperatura dorsal®.
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las mediciones (Figura 4.7.2). Deben seleccionarse algunos individuos de la
especie a estudiar y medirse en ellos, simultdineamente la temperatura de la
piel dorsal con un termémetro infrarrojo y la temperatura de la cloaca con
un termoémetro de mercurio o electrénico con termocupla. Luego se repite la
operacion bajo diferentes condiciones: si la especie en estudio es diurna los
individuos se exponen al sol y a la sombra, con viento y sin viento (éste puede
ser artificial), en lugares humedos y secos, etc. Con estos datos se construye
una regresion lineal que ajustara los valores de la temperatura de la piel a
la de la cloaca®. Este método es menos invasivo y apropiado para animales
pequeiios ya que evita el contacto y manipulacién por parte del investigador,
disminuyendo el error en las lecturas por efecto de transferencia de calor®).

Es importante tener en cuenta que los termémetros infrarrojos tienen una
relacion distancia-superficie que debemos considerar al momento de medir
la temperatura. Estos termémetros no establecen una medida lineal, es decir,
mientras mds alejamos el termémetro de la superficie a la cual deseamos
medir la temperatura, la lectura obtenida sera mayor (Figura 4.7.3).

Por tltimo, existen cdmaras térmicas, que pueden ser de video o fotograficas.
Las mds conocidas son de la marca comercial FLIR®, que nos brindan una
imagen con escalas de colores donde a cada pixel de la imagen se le asigna un
valor de temperatura (Figura 4.7.4). Es importante tener en cuenta que, de-
pendiendo del objetivo de nuestro estudio, tenemos que elegir el nimero ade-
cuado de pixeles que posee la cdmara térmica, ya que esto nos dard una mejor
resolucion de los datos a la hora de analizarlos. Es evidente que a medida que
las caracteristicas del equipo implican un incremento en el niumero de pixeles,
el coste de estos instrumentos aumenta exponencialmente.
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Figura 4.7.3. En esta figura podemos
observar la relacién entre la superficie
de medicién y la distancia al objeto a
medir. Cada equipo tiene en sus espe-
cificaciones la relacion de medicion
en sus caracteristicas de fébrica. Las
mas tipicas son 6:1 y 12:1. Grafico: E.
Sanabria.
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25.2

19.8

En el caso particular que trabajemos con renacuajos, debido a su pequefio ta-
mafio y su fragilidad, resulta virtualmente imposible su manipulacion para
tomar la temperatura con termémetros de bulbo o digitales provistos de ter-
mocupla. Debido a que las larvas de anuros en general tienen pequefio tama-
fioy a que el agua posee alta conductancia térmica, se comportan de manera
isoterma respecto a su ambiente circundante®®. Entonces, la temperatura del
agua alrededor de los renacuajos puede considerarse un buen predictor de
su temperatura corporal®?®). En este sentido para estimar la temperatura
corporal de larvas, pueden utilizarse termémetros de bulbo o termémetros
digitales provistos de termocupla, midiendo la temperatura en el sitio en el
que se localiza el ejemplar a monitorear, para ello debe asegurarse la iden-
tificacion del sitio preciso donde se encuentra el mismo antes de generar un
eventual comportamiento de escape.

4.7.1b Determinacion de la temperatura corporal de manera indirecta (ra-
dio telemetria)

A pesar de que esta técnica nos permite obtener la temperatura corporal de
los ejemplares estudiados, sin manipulacién y durante largos periodos de
tiempo, es poco comun que se emplee debido a los altos costos que implica.
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Figura 4.7.4. Ejemplo de una imagen
térmica tomada con una cdmara tér-
mica FLIR®. Individuo de Rhinella
arenarum durante la actividad noctur-
na, donde se puede observar que esta
notablemente mas frio que el sustrato
donde se encuentra. La barra a la de-
recha de la imagen muestra el rango
de temperaturas que se observa en la
foto (25.2 2 19.8°C). Foto: E. Sanabria.
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En primer lugar, se debe seleccionar el equipamiento adecuado para reali-
zar el trabajo, el cual consta de dos grupos: el equipo receptor y el emisor.
El primero se compone de una antena direccional tipo Yagi y una base re-
ceptora que nos permite decodificar la informacién recibida (Figura 4.7.5A).
Las unidades emisoras (Figura 4.7.5B) emiten sefiales en muy alta frecuencia
(VHF), que corresponden a una serie de pulsos que cambian su frecuencia en
el tiempo dependiendo de la temperatura corporal. Las emisoras presentan
en su interior el circuito emisor, una antena y una bateria. La vida util de
una emisora depende del tamafio de la bateria que posea, y por ende, esto
determinard en cierto modo la duracién de nuestro estudio. El peso de la
emisora no debe superar el 10% del peso del animal en el que se colocara. Es
importante aclarar que existe una relacion entre el tamafio de la emisora y el
tamafio del animal seleccionado, que durante el estudio debe respetarse®.

Mediante un procedimiento quirargico se colocan las emisoras en el interior
del animal, y luego de la cicatrizacion y recuperacion el individuo es libera-
do para comenzar el estudio (para mds detalles ver®).

Los equipos son adquiridos en diferentes tipos de compafiias que ofrecen
soporte técnico y multiples opciones de programas para analisis de datos.
A continuacién, se nombran algunas de empresas que comercializan estos

equipamientos:

Figura 4.7.5. A) Equipo de radio tele-
metria estandar con el que se puede
estimar la locacion de los individuos
y la temperatura corporal de los mis-
mos. B) Unidad emisora con la cual se
puede obtener, ademas, la temperatu-
ra corporal de los animales. Foto: E.
Sanabria.
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* Advanced Telemetry Systems <http://www.atstrack.com/>, Estados
Unidos.

e Argos <http://www.argos-system.org/?nocache= 0.31222286930643306>,
Francia.

* AVM Instrument Company Inc. <http://www.avminstrument.com/>,
Estados Unidos.

* Holohill <http://www.holohil.com/>, Canada.

* Lotek Engineering, Inc. <http://www.lotek.com/>, Canada.
¢ Telenax <http://www.telenax.com/>, México.

* Telonics <http://www.telonics.com/>, Estados Unidos.

» Wildlife Materials <http://wildlifematerials.com/>, Estados Unidos.

4.7.2 Técnicas de relevamiento de la temperatura
ambiental

Los factores ambientales tienen un rol preponderante en la fisiologia de los
animales ectotermos. En los anfibios adultos terrestres hay dos variables
(temperatura y humedad) que definen las estrategias que estos animales po-
seen en los diferentes ambientes que colonizan. Las variaciones entre la tem-
peratura y la humedad colocan a los organismos en diferentes escenarios,
donde el compromiso entre la termoregulacion y la hidroregulacion debe
mantenerse balanceado. En el caso particular de las larvas, las variables que
dominan su desarrollo y supervivencia son la temperatura y el hidroperiodo
(ver apartado sobre Hidroperiodo) de los sitios en los que se desarrollan.
Dependiendo del objeto y escala de nuestro estudio debemos seleccionar
cuidadosamente la técnica para medir la temperatura ambiental. Ademas,
es muy importante la eleccién adecuada de la técnica para evitar errores de
interpretacion, o variaciones falsas en nuestros andlisis estadisticos.

4.7.2a Medicidn clasica de la temperatura ambiental

Cuando investigamos acerca de la ecofisiologia de los organismos y la re-
lacion que estos poseen con el medio ambiente, es importante saber que la
temperatura ambiental tiene un rol preponderante. Los métodos clédsicos
para medir la temperatura ambiente son varios y se utilizan una serie de
instrumentos manuales o automaéticos, detallados a continuacién.
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i. Medicion directa de la temperatura ambiental

Consiste en medir directamente la temperatura ambiente donde se encuen-
tra el animal con un termémetro de mercurio o un termémetro electrénico.
En muchos estudios se discriminan dos tipos de medidas de temperatura
ambiental. Una de ellas es la temperatura del aire, que generalmente se toma
sobre el sustrato en el que se encuentra el animal (suelo desnudo, vegetacion,
roca). Para realizar esta medicion se debe colocar el termémetro a 2 cm por
encima del sustrato, aproximadamente; y cuando se estabiliza el lector de
temperatura, se procede a tomar el dato.

Otra medida complementaria a la temperatura del aire, es la temperatura del
sustrato, la cual se mide por contacto directo del termémetro o la termocupla
con la superficie en la que se encuentra el animal. Estos datos ambientales
son buenos predictores de las temperaturas corporales y sirven para rea-
lizar una aproximacién de la estrategia termorreguladora de las especies/
poblaciones estudiadas. Por otro lado, son buenos predictores de la situaciéon
térmica a microescala, siendo utilizadas como covariables en los analisis es-
tadisticos cuando se quiere desestimar el efecto de las mismas.

ii. Medicion indirecta de la temperatura micro-ambiental

En este caso se utilizan una serie de equipos que registran de manera auto-
matica las temperaturas ambientales, y generalmente se obtienen series de
datos que nos permiten crear perfiles térmicos de los sitios estudiados.

Estos equipos comtnmente llamados “Data loggers” o “registradores de da-
tos”, son pequetios termémetros automaticos que guardan los datos en una
memoria interna. Las marcas comerciales mas conocidas de estos equipos
son Hobo®, iButton®, entre otros (Figura 4.7.6A).

Suele recomendarse colocar este tipo de equipos de a pares, por cada loca-
cién monitoreada, debido a que existe una alta probabilidad de perder la
secuencia de datos. Muchas veces, los sellos de fabrica no son lo suficien-
temente buenos para sobrevivir a las inclemencias del tiempo, otras veces
las baterias se desgastan antes de lo esperado debido a dias frios y las me-
morias electronicas EPROM se borran debido a la falta de energia. Dado lo
mencionado, una opcién para garantizar la hermeticidad (crucial, si lo que
se desea es tomar la temperatura dentro de cuerpos de agua) es colocar los
mismos dentro de compartimentos estancos disefiados para ello. Alternati-
vamente se pueden utilizar para tal fin receptaculos herméticos, como tubos
de plastico con tapa, comercialmente denominados “envases pet preforma-
dos” (Figura 4.7.6B). Estos son de bajo costo, y han sido utilizados con éxito
con iButton®, permaneciendo éstos intactos por mas de un afio en lagunas
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de alta montafia, incluso bajo el hielo®). Otros casos particulares para tener

en cuenta son el vandalismo o eventos naturales atipicos, como aluviones
que pueden ocasionar la pérdida del equipo. Una buena recomendacion que
puede disminuir la probabilidad de pérdida es, la utilizacion de etiquetas en
las que figure la institucién, y al menos un contacto para la devoluciéon del
dispositivo.

iii. Hidroperiodo

Si bien este capitulo se centra en estudios térmicos, y debido a la importancia
del hidroperiodo en estudios de campo en los que se censa la temperatura
de humedales, hacemos una breve mencién de su monitoreo. Ademas de la
temperatura, el hidroperiodo es una variable que condiciona la superviven-
cia de las larvas y reclutamiento de juveniles de los anfibios en ambientes
estacionales®, y puede influir fuertemente en otros aspectos importantes
de su fenologia, como la intensidad y duracioén de los eventos reproducti-
vos®*#). Por ello esta variable suele ser de sumo interés para estudios que
abordan distintos aspectos de la biologia de los anfibios. El monitoreo del
hidroperiodo puede ser costoso, en términos de esfuerzo, particularmente
en lugares remotos y/o de dificil acceso. Por ejemplo, la opcién de monitoreo
remoto a través de imagenes satelitales no es posible cuando los humedales
son de pequefio tamafio. Por ello, la utilizacién de dispositivos que pueden
medir de modo automatico la duracién del hidroperiodo, podrian conside-
rarse como la mejor opcion. En este sentido, existen data loggers disefiados
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Figura 4.7.6. A) Registradores de
temperatura y su correspondien-
te receptdculo hermético (Foto. M.
Bonino). B) registrador de nivel de
agua (Foto. M. Bonino). C y D) Di-
ferentes tipos de registradores utili-
zados para la coleccién de datos tér-
micos y de humedad en los sitios de
muestreo. Fotos: E. Sanabria.
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para tal fin (Figura 4.7.6C), que pueden ser programados y depositados en
los sitios de interés. Estos sensores estiman la profundidad del agua a tra-
vés de la diferencia de presiéon que genera el pelo (0 la columna) de agua
respecto a la presiéon atmosférica. Por ello debe considerarse que lo 6ptimo
es colocar estos dispositivos de a pares. Esto es, uno se deposita en la parte
mas profunda del cuerpo de agua, y otro expuesto al aire en la misma 4rea.
Cuando no se cuenta con pares, o solo se cuenta con un data logger de estas
caracteristicas, una alternativa consiste en colocar el dispositivo disponible
en el cuerpo de agua, y obtener la presion atmosférica de una estacion me-
teoroldgica cercana a la ubicacion de estudio. En este caso debe procurarse
que las lecturas sean geograficamente cercanas, sincrénicas y que no haya
errores de calibracion entre dispositivos.

4.7.2 Modelos fisicos nulos en termofisiologia

Los modelos fisicos son una alternativa para mapear la heterogeneidad tér-
mica de un ambiente a escala muy pequefia. Los mismos copian las carac-
teristicas conductivas, convectivas y de radiacién de un organismo en au-
sencia de funciones fisiol6gicas®. Los modelos de temperatura operativa se
han utilizado para medir el ambiente térmico en multiples organismos como
insectos®, anfibios®*49, reptiles®” %), aves®) y mamiferos®.

Los anfibios son organismos puramente ectotérmicos que dependen de la tem-
peratura ambiental para elevar la temperatura del cuerpo®, y en el caso de los
individuos adultos también dependen de la humedad relativa del ambiente
para mantener el balance hidrico corporal®. En consecuencia, diversos aspec-
tos de la fisiologia, desarrollo y comportamiento de los anfibios dependen de
la temperatura corporal. De este modo, los modelos fisicos se convierten en
una herramienta para entender el compromiso que existe entre las tempera-
turas ambientales y la termorregulacion de anfibios, ya que las variaciones re-
gionales en la topografia, velocidad del viento, cobertura de nubes y densidad
vegetal, crean a nivel local heterogeneidad en las temperaturas operativas®.

La evaporacion o pérdida de agua a través de la piel es un parametro que
modela la temperatura corporal de los anfibios®?. Por este motivo se han
propuesto diversos modelos nulos para medir la temperatura operativa en
anfibios®9; los mismos poseen como caracteristica comun la evaporaciéon
del agua a través del material del cual estan construidos (Figura 4.7.7). La
construccion y calibracién de los modelos nulos (Figura 4.7.8) es un paso
fundamental en el estudio de las variaciones térmicas, ya que la temperatu-
ra operativa se define como “la temperatura obtenida de un objeto que no
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posee capacidad para generar calor y que posee la forma, tamafio y propie-
dades térmicas de un animal”®®. De este modo, es posible tener un panora-
ma a escala muy pequefia de las variaciones térmicas ambientales desde la
perspectiva del animal modelado™®.

4.7.3 Técnicas para conocer los extremos térmicos de las
especies en estudio

Los extremos térmicos estan definidos como “los valores de temperatura a
los cuales la actividad locomotora se altera y el animal pierde la habilidad de
escape y si esta condicién prevalece el animal muere”®. Existe una defini-
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Figura 4.7.7. Modelos fisicos nulos
de dos especies de ranas del Desier-
to del Monte, A) Modelo de yeso de
Rhinella arenarum con alimentacion
de agua para mantenerlo con hume-
dad constante y conexién mediante
sonda térmica conectada a registra-
dor de datos externo tipo Hobo®®.
B) Modelos de Agar-Agar, de la es-
pecie Pleurodema nebulosum, en el in-
terior se puede ver el registrador de
datos automatico iButton® (Flecha).
Foto: E. Sanabria.

Figura 4.7.8. Calibracion de los mo-
delos de yeso con evaporacién con-
tinua en Odontophrynus occidentalis
del Desierto del Monte. En la gra-
fica se observan las temperaturas de
los animales utilizados para la cali-
bracién (Tb) y la temperatura regis-
trada en los modelos (Te).
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cion alternativa, en la cual se considera que un animal estd ecologicamente
muerto, es decir que se define el extremo térmico como el valor de tempe-
ratura en el que un animal manifiesta espasmos o simplemente la incapaci-
dad de recuperar su postura normal luego de perderla al voltearse®.

Las temperaturas criticas maximas (TC__ ) y minimas (TC__ ) son pardme-
tros utilizados en numerosos estudios para definir el rango de tolerancia
térmica de los animales?*. Estos limites se relacionan con los rangos de
distribucién de las especies, disminuyendo conjuntamente con el aumento
de la latitud como asi también con la altitud®. Ademads, existen diversos
estudios que han demostrado que los extremos térmicos estan influencia-
dos por factores tales como: el nivel de hidratacion de los animales es-
tudiados®®), el estado nutricional®, el fotoperiodo®*®), la presencia de
hormonas en sangre, como la melatonina que disminuye los valores de la
TC_, ©, el estado reproductivo®), la presencia de contaminantes® y la
presencia de depredadores® 7.

En general se espera una correspondencia entre los limites de tolerancia
y las condiciones térmicas locales, observandose por ejemplo en especies
de zonas frias TC__ incluso por debajo de 0 °C, como es el caso de Rana
sylvatica”™. Esto es posible gracias a que estos animales poseen una serie
de estrategias adaptativas para sobrevivir: 1) la generaciéon metabdlica de
anticoagulantes (glucosa y glicerol), los cuales permiten disminuir el punto
de congelamiento de los fluidos corporales; 2) la alteracion de la calidad y
la cantidad de agentes nucleantes de hielo en sus cuerpos, logrando dis-
minuir el punto de congelamiento en especies que experimentan stper-
enfriamiento, y 3) la tolerancia al congelamiento en especies que poseen la
capacidad de sobrevivir con el 60-80% de los liquidos corporales en forma
de hielo™.

Las TC_, suelen ser menos variables geograficamente que las TC__, y su

limite suele estar impuesto por el fuerte efecto que las altas temperaturas
(cerca de 45 °C) tienen sobre la estabilidad de las proteinas y membranas

biol6gicas™.

Entre la bateria de técnicas disponibles, el método dindmico de Hutchin-
son®® es considerado el mas adecuado para la obtencién de los limites de
tolerancia térmica. En el mismo, los animales son expuestos a una rampa
térmica, esto es calentamiento / enfriamiento gradual a una tasa constante.
Los equipos utilizados son bafios termostaticos que tienen la capacidad de
calentar y enfriar los liquidos que se encuentran en €I, brindando estabili-
dad y precision en el control de la temperatura (Figura 4.7.9).
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Figura 4.7.9. Diferentes tipos de ba-
flos termostaticos utilizados para
medir la temperatura critica maxima

| y minima. A y B) son bafios termos-
§| taticos frio - calor (Thermo Neslab

By -USA y Huber - Alemania) con un

A continuacion, resumimos y describimos las técnicas y procedimientos co-
munmente utilizadas para determinar las TC__ y TC _ en animales adultos
y en larvas.

4.7.3a Determinacion de la temperatura critica maxima (TC

méx)

El procedimiento comienza colocando los individuos dentro de los bafios
termostaticos que se encontraran a la temperatura de incubacién seleccio-
nada por el investigador. Posteriormente comienza el incremento de tem-
peratura a la tasa seleccionada (ver apartado 4.7.3c) hasta que los animales
muestran espasmos musculares o en su defecto no pueden volcarse sobre si
mismos para incorporarse y tomar su posiciéon normal, natural. En el caso
particular de los renacuajos se considera que los individuos han alcanzado la
CT, . cuando éstos manifiestan espasmos musculares o nado desorganiza-
do; en ese momento se registra la temperatura del agua ya que los renacuajos
se comportan de manera isoterma respecto a su ambiente circundante (ver ti-
tulo 4.7.1a sobre la estimacion de temperatura en renacuajos). En el caso de la
obtencién dela TC__, es posible el empleo de bafios termostaticos (ej. Techne
TE-10D; Figura 4.7.9), que nos permiten establecer las tasas de calentamiento
del agua (incremento de temperatura de manera constante) y presentan la
posibilidad de llevar un registro continuo de los cambios de la temperatura a
través de un software (ThechneWorks PC software) que trabaja con el equipo
conectado a una computadora. De este modo se puede controlar la tasa de
cambio deseada en la temperatura, y registrar las temperaturas en tiempo
real, y determinar TC__, es decir cuando el organismo registra descoordina-
cién en sus movimientos. Este procedimiento es relativamente sencillo, pero
hay que tener especial precaucion y estar atentos a los signos que muestran
los animales, ya que la TC_, se encuentra a unos pocos grados de la tempe-
ratura letal™. Una vez determinada la TC_, es necesario cerciorarse que los
animales se recuperen, ya que si estos mueren posteriormente a la determi-
nacion de este pardmetro, los valores deben ser descartados.

rango de temperaturas que varia en-
tre los -16°C a los 100°C. C) Termo-
circulador (Techne TE-10) incluido
en pecera y en proceso de calenta-
miento de temperatura del agua (a
una tasa fija de T°C/tiempo), donde
se aloja a un renacuajo de Pleurodema
thaul™. La determinacion de la tasa
de cambio de temperatura y el re-
gistro de TC__ es posible mediante
el uso del software en computadora
asociada al termocirculador. Fotos A
y B): E. Sanabria; C): M. G. Perotti.
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4.7.3b Determinacion de la temperatura critica minima (TC__ )

Este método es similar al anterior, debemos prestar especial atencién cuando
testeamos especies que viven en latitudes altas o en alta montafia, ya que és-
tas poseen generalmente valores de TC__ cercanos a 0°C. Igualmente que en
la determinacion de TC__, se considera que los ejemplares llegan a la TC___
cuando no pueden volcarse sobre si mismos cuando son colocados sobre sus
espaldas (posicién supina) o tomar su posicion natural de nado en el caso de
los renacuajos.

Esto es técnicamente complejo de determinar ya que los animales pueden
mostrar superenfriamiento, y para ello se deben tener en cuenta los siguien-
tes pasos. En el caso de trabajar con ejemplares de anfibios adultos se les
debe vaciar la vejiga mediante la utilizaciéon de una sonda de silicona. Este
procedimiento evita que el liquido almacenado en la vejiga urinaria se con-
gele. La termocupla debe ser fijada al abdomen de los ejemplares mediante
pegamento liquido (La gotita®, Poxipol, Argentina; Figura 4.7.10A). Es ne-
cesario que el monitoreo de la temperatura de los ejemplares sea constan-
te. Para ello se emplean registradores de temperatura que permiten tomar
la temperatura corporal de los ejemplares cada 1 segundo, una vez que los
mismos se colocan en una cdmara a una temperatura inicial que es igual a
la temperatura de incubacién (Figura 4.7.10B). En este tipo de estudios la
tasa de disminucién de la temperatura es menor que la cldsicamente usada
y son recomendadas tasas de 0,5 °C/30min o menores”. Posteriormente, se
comienza a monitorear las curvas de descenso de la temperatura de los ejem-
plares, hasta que aparece la curva exotérmica que se observa en los liquidos
stuper enfriados (Figura 4.7.11). La temperatura mas baja justo antes de este
fenémeno se denomina temperatura de cristalizacion™.

Para el caso particular de los renacuajos, una manera de obtener este parame-
tro, es montar el experimento en un freezer estandar (-18 a -20°C). Para ello,
los renacuajos deben ser colocados en recipientes individuales, (idealmente
de vidrio para facilitar la observacién de los mismos; Figura 4.7.12), con un
volumen de agua tal que al colocarlo dentro del freezer se logre la rampa de
descenso de temperatura deseada. Mediante un termémetro digital con ter-
mocupla, se puede chequear la temperatura con el freezer cerrado. Asimismo,
es sumamente importante revisar cada 15 segundos el estado del renacuajo
durante la ultima fase del experimento para garantizar la identificacion preci-
sadela TC__ . Este método es sencillo y factible, ya que muchos termémetros
electrénicos cuentan con la posibilidad de incluir hasta 4 termocuplas a la vez,
por lo que se pueden medir varios individuos al mismo tiempo, tomando los
recaudos de seguimiento a temperaturas cercanas a la temperatura critica.
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4.7.3c Seleccion de la rampa térmica (tasa de calentamiento-enfriamiento)

Es importante tener en cuenta, ademds de la temperatura inicial de la ram-
pa, la tasa de enfriamiento y calentamiento seleccionadas. En general, en el
método dindmico de Hutchinson®%?, la tasa de cambio se suele ajustar en
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Figura 4.7.10. Equipamiento utili-
zado para determinar las tempera-
turas criticas minimas y punto de
cristalizaciéon. A) Forma de anclar
la termocupla para evitar gérmenes
de cristalizacién. B) Camaras para la
disminucién de la temperaturas. Las
mismas permiten ver los ejemplares
a medida que la temperatura dismi-
nuye y evaluar su condicion®. Foto:
E. Sanabria.
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Témperatura de equilibrio
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valores muy rapidos (entre 0,5 y 1 °C/min), lo cual se justifica para evitar in-
troducir sesgos en las estimaciones por mecanismos de aclimatacion rapida
(“hardening”), que puede generar TC__ y TC _ sobre o sub estimadas res-
max min
pectivamente®7). Por otro lado, el empleo de tasas de calentamiento lentas
tiene la ventaja de que puede simular un escenario natural de cambio de
temperatura, y las estimaciones podrian ser generalizadas en un contexto
mas ecoldgico. Asimismo, tasas lentas, simulando las tasas de cambio tér-
mico naturales, implican una mayor duracion de los ensayos, lo que puede
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Figura 4.7.11. Esquema de la secuen-
cia de disminucién de la tempera-
tura, donde se puede observar la
temperatura de cristalizacién (Tcr),
el ascenso brusco de la temperatura
que se acerca a 0 °C debido a la apa-
ricién de hielo en el organismo, la
liberacién de calor por este fendéme-
no (reaccién exotérmica) y posterior-
mente una meseta que se denomina
temperatura de equilibrio.

Figura 4.7.12. A) Termémetro digi-
tal, B) termocuplas y C) recipiente
empleado para registro de TC_, en
renacuajos. Fotos: M. G. Perotti.
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introducir efectos colaterales (como estrés térmico acumulado, deshidrata-
cién, etc.) que inducirian respuestas muy heterogéneas y mads dificiles de
estandarizar™. En este sentido, la eleccion de un protocolo de tasas de ca-
lentamiento rapidas, que evite estos efectos distorsionadores y dificiles de
controlar, se considera més adecuado en estudios con fines comparativos;
de lo contrario, si nuestro interés se centra en conocer el efecto de la tempe-
ratura en poblaciones en condiciones naturales (que incluyan estos efectos),
podriamos optar por una tasa lenta mas realista.

4.7.4 Técnica para determinar la temperatura seleccionada

Como ya se mencion6, muchos anfibios termorregulan moviéndose entre dis-
tintos tipos de microhabitats durante el dia y la noche, ajustando de esta mane-
ra su temperatura corporal y manteniendo un rango 6ptimo®”41. Asimismo,
el beneficio de mantener una temperatura 6ptima esta limitado por los costos
metabodlicos que demanda seleccionar los diferentes ambientes térmicos™),
como asi también los riesgos de predacién y la pérdida de oportunidades, ya
que si un animal gasta mucho tiempo en termorregular, no tendrd tiempo para
otras actividades como la alimentacién, reproduccién, el balance hidrico, entre
otras®®. Por lo tanto, la principal diferencia entre poseer como estrategia la
termorregulacion o la termoconformidad son los costos y beneficios que de-
manda a cada una de las especies. Ser termorregulador o termoconforme son
los extremos de un continuo de estrategias, ya que a menudo las especies po-
seen combinaciones de estas que varian con las estaciones o habitat utilizados,
riesgo de predacion, balance hidrico, entre otros 7677,

Con el fin de conocer la temperatura seleccionada o preferida de los anfibios
en ausencia de las presiones de predacién e interacciones con otros indivi-
duos, sumado a un ambiente térmico que brinde todo el espectro térmico
que la especie pueda requerir, se utiliza la técnica de gradientes térmicos
(Figura 4.7.13).

En principio podemos definir a un gradiente térmico lineal, como toda su-
perficie que posibilite un degradé de temperaturas entre dos extremos (ca-
liente y frio). Las temperaturas que se encuentran en los extremos son tempe-
raturas cercanas a las temperaturas criticas maximas y minimas.

Los gradientes para organismos terrestres generalmente son cajas de made-
ra, vidrio, yeso, entre otros materiales; esto depende del tamafio de la espe-
cie a estudiar. Para anfibios anuros de mediano tamafio y no saltadores, los
gradientes rondan los 2 metros de largo. Es esencial colocar carriles longi-
tudinales dentro del terrario (gradiente) para individualizar los ejemplares,
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Lado frio -# ¥ Lado caliente

Gradiente térmico

evitando de ese modo las interacciones entre los individuos. Una precau-
cién que es importante tener en cuenta, es mantener el suelo htimedo para
evitar la desecacion de los animales, ya que esto puede variar la selecciéon
térmica. Para el caso de organismos acudticos, como el caso de las larvas,
la construccién de un gradiente lineal suele ser mas complicado, dado que
cualquier turbulencia o movimiento en el medio acuatico puede modificar
rapidamente la temperatura en dicho gradiente. Existen distintos disefios de
construccion de gradientes acuaticos, como los sistemas de contracorriente,
que suelen tener varios metros de longitud. En este apartado nos referiremos
a un disefio simple que funciona para organismos de pequefio tamafio como
son los renacuajos. El disefio basico consiste en una canaleta de aproxima-
damente 1 m de largo (metalica para que sea buena conductora de la tempe-
ratura) colocada en un bafio térmico compartimentado (Figura 4.7.13B). En
un extremo del bafio se coloca hielo, y en el otro, calefactores de acuario; de
este modo se generan los extremos de temperatura en el bafio, y dentro de la
canaleta metalica se establece un gradiente por conduccién.

Una vez colocados los animales en el gradiente y previo a un tiempo de
aclimatacién en €I, se inicia con la toma de los datos térmicos. Estos pue-
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Figura 4.7.13. A) Esquema de un
gradiente térmico lineal en medio te-
rrestre de un solo carril. En los extre-
mos, encontramos las temperaturas
minimas maximas del gradiente y
entre estas se produce un gradiente
lineal de temperaturas donde el ani-
mal selecciona. B) Esquema de un
gradiente térmico en medio acuati-
co. Esquema: E. Sanabria.
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den hacerse de la manera clasica con termémetro de mercurio o electrénico
(véase apartado 4.7.1a), o de manera automética. Es ideal que las tempera-
turas seleccionadas se registren en el mismo periodo de actividad en que los
animales estdn activos en la naturaleza para evitar cambios en la seleccion
térmica debido a los ciclos circadianos. Por otro lado, es vital que, si los ani-
males son nocturnos, estos registros se hagan en total oscuridad para evitar
perturbaciones. En el caso de trabajar en plena oscuridad se ha documentado
que el empleo de la luz roja o la utilizaciéon de cdmaras de visiéon nocturna,
colocadas sobre los gradientes, serian las mas adecuadas para este fin (Sana-
bria, E. datos no publicados).

4.7.5 Técnicas para conocer la temperatura éptima y sus
diferentes parametros

La sensibilidad térmica es el grado en que capacidades biol6gicas determina-
das (velocidad, resistencia, digestién, crecimiento) estan influenciadas por la
variacion de la temperatura”®. La sensibilidad térmica se describe frecuen-
temente con una curva, conocida como curva de rendimiento o desempefio
de un organismo en funcién de la temperatura®®. Estas curvas tienen una
forma asimétrica, con tendencia a tener su centro desplazado hacia la dere-
cha, donde el rendimiento evaluado cae rapidamente (Figura 4.7.14).
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Figura 4.7.14. Curva tedrica del
rendimiento locomotor de un orga-
nismo. Temperatura critica minima
(TC,,), Temperatura critica maxima
(TC,,), Rango de tolerancia térmica,
amplitud del rendimiento térmico
(Rango térmico), temperatura Op-
tima (Top), temperatura a la cual el
rendimiento medido para dicho or-
ganismo es maximo.
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Para construir estas curvas generalmente se mide una misma funcion biol6-
gica, por ejemplo la locomocioén, a diferentes temperaturas. Generalmente,
como punto de partida, se colocan los individuos a la temperatura blanco del
ensayo (pudiendo emplearse incubadoras) y se los mantiene a dicha tempe-
ratura aproximadamente 1 hora.

Si nuestro objetivo es crear curvas de rendimiento locomotor en adultos, uti-
lizamos un terrario de forma circular (Figura 4.7.15), que nos permite man-
tener la base a la misma temperatura a la que vamos a realizar el ensayo.
Posteriormente colocamos el ejemplar en €él, y lo ayudamos a caminar dan-
do suaves toques con un pincel en la zona posterior y contamos el namero
de vueltas que da el individuo en un determinado tiempo. Estos pasos se
repiten con todos los individuos y en todas las temperaturas que hemos se-
leccionado para construir la curva de rendimiento locomotor. Esta técnica
conocida como locomocién forzada es comtinmente usada en los estudios de
Titon y colaboradores®), para determinar como afecta la deshidratacion a las
capacidades locomotoras de los anfibios estudiados.

Para evaluar el rendimiento locomotor y construir las curvas con renacuajos,
debemos realizar estos ensayos en acuarios, que pueden ser lineales o circula-
res, en los que se inducird la natacién de los individuos. Un disefio simple con-
siste en una canaleta de acrilico que constituye “la pista”, inmersa en un acua-
rio de mayor tamafio, que funciona como bafio térmico (ver Figura 4.7.16A).
La temperatura de cada ensayo estard dada por la temperatura del agua, pu-
diendo utilizarse calefactores de acuario u otros dispositivos provistos con un
termostato para mantener la temperatura constante. Para la obtencién de la
velocidad de natacion puede o bien, utilizarse una pista que contenga sensores
led y un circuito temporizador conectado a una computadora®), o realizarse
filmaciones en plano cenital y luego obtener las velocidades mediante algin
programa de videoandlisis. Para esta ultima alternativa existen varios soft-
ware de acceso libre, por ejemplo Tracker© (Figura 4.7.16B, https://physlets.
org/tracker/). Es importante tomar algunos recaudos, ya que facilitaran luego
el procesado de los videos para obtener la estimacion de las velocidades de
natacion. En primer lugar, debe procurarse una buena iluminacién homoggé-
nea evitando la proyecciéon de sombras y reflejos. Otro aspecto importante es
utilizar un fondo que contraste con el color de los ejemplares, lo que facilitara
que el software logre identificar a los mismos. Finalmente, debe procurarse
que, en el campo de imagen, dentro de la pista, no haya objetos que puedan
confundir e interferir con el seguimiento del individuo por parte del software.

De este seguimiento se obtendran una serie de puntos de los que se puede
extraer la velocidad de natacién méxima alcanzada a cada temperatura, los
cuales seran utilizados para ajustar una curva de rendimiento o desempe-
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—_
56 cm

flo. Las TC_, y TC__ seran las temperaturas utilizadas como extremos para
la construccién de dichas curvas, en las que la velocidad de locomocién es
igual a 0 cm/s.

También, podemos crear curvas de rendimiento a través de otras funciones
biol6gicas como el crecimiento (M. Tejedo y colaboradores, datos no publi-
cados) la carga parasitaria (Pifieiro y colaboradores, datos no publicados),
entre otros.

Es importante destacar que las curvas de rendimiento nos dan mucha infor-
macién, ya que no solo nos permiten conocer la temperatura 6ptima para
una determinada funcién biolégica, sino también variables como la ampli-
tud del rendimiento estudiado, pudiendo definir, de esta manera, si la espe-
cie en estudio es especialista o generalista en esta funcion biologica®.
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Figura 4.7.15. Ejemplo de un terrario
circular para la determinacién del
rendimiento locomotor en anfibios
de tamafio medio (~10 cm LHC). Es-
quema: E. Sanabria.
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Figura 4.7.16. Arriba (A), set de fil-
macién para evaluar el rendimiento
locomotor en renacuajos. Se puede
observar una camara filmadora en
posicién cenital, el bafio térmico
constituido por un receptaculo, o
“acuario” de mayor tamafio, conte-
niendo la canaleta de acrilico, que
constituye la “pista” (detalle en re-
cuadro superior). Abajo (B), captura
de imagen de la interface del soft-
ware para videoandlisis Tracker©,
en el mismo se puede observar (vista
cenital) el dispositivo para el ensa-
yo de locomocién de renacuajos,
compuesto por: 1) la pista donde se
estimula la natacién de los ejempla-
res (marcada en linea punteada), la
misma se encuentra inmersa en 2),
el acuario que funciona como bafio
térmico en el que se controla la tem-
peratura del ensayo, y 3) paneles del
software que muestran una curva
del seguimiento de la velocidad en
tiempo real y los valores tabulados
de tiempo y velocidad® . Fotos: M.
Bonino.
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