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Resumen

Debido a la importancia a nivel mundial que tiene el estudio de especies de anfibios
que, ademas de endémicas cuentan con una distribucion restringida, se intento
examinar el tamafo poblacional, proporcion de sexos, estructura de edad, las
caracteristicas y uso de hébitat del sapo de crestas grandes (Incilius cristatus),
ademas de aportar informacion sobre la historia natural de esta especie. Se
estudiaron cuatro poblaciones en la region centro de Veracruz, entre los meses
mayo-noviembre del 2013, se combinaron los métodos de encuentro visual y el
método de marcaje y recaptura para individuos posmetamorficos, mediante
inyeccién de elastbmero y la elaboracion de un registro fotografico, y para evaluar
las caracteristicas del habitat se realizaron transectos de 4x25m. Al final se
obtuvieron 177 registros de |. cristatus para esta region, donde mas de la mitad de
estos fueron individuos juveniles (56.5%). La mayor abundancia fue registrada en el
municipio de Atzalan (133 individuos), seguido de Chichiquila (22), Huatusco (16) y
Coscomatepec (6). Se encontraron diferencias significativas en cuanto a la
estructura de edad entre las cuatro poblaciones (;(20.01, 3= 240.29, p<0.01). Ademéas
de encontrarse diferencias en cuanto al uso del habitat en relacién con la etapa de
desarrollo y en las caracteristicas del habitat de las cuatro poblaciones. Si la
abundancia relativa se relaciona directamente con el tamafio poblacional, el
resultando seria una alta probabilidad que las poblaciones de Coscomatepec,
Huatusco y Chichiquila, respectivamente sean mas vulnerables a efectos negativos
ambientales, demogréaficos y estocasticamente genéticos en comparacién con

Atzalan.



Introduccion

Actualmente se estima que a nivel global mas de un tercio de las especies de
anfibios se encuentran dentro de alguna categoria de riesgo, de acuerdo con la
IUCN (2013). Se considera que poco mas de 120 especies, desde 1980, han sufrido
disminuciones drasticas en sus poblaciones hasta el punto de ser declaradas como
extintas (Stuart, et al., 2008). Entre las principales causas de tales disminuciones se
encuentran factores como la destruccion del hébitat, contaminacion, radiacion UV-B,
enfermedades, especies introducidas y cambio climatico (Ron, et al., 2003; Beebee y
Griffiths, 2005; Lotters, et al., 2009).

A nivel mundial existen cuatro familias que contribuyen considerablemente al nUmero
de especies en acelerado declive: Leptodactylidae, Hylidae, Ranidae y Bufonidae
(Stuart, et al. 2004). Actualmente se reconocen 576 especies pertenecientes a la
familia Bufonidae (Frost, 2014) de estas, 236 especies, es decir el 41% se
encuentran en alguna categoria de riesgo (IUCN, 2013), En México cerca del 60%
de la especies de anfibios se consideran amenazadas (Frias-Alvarez, et al., 2010) y
la familia Bufonidae, la cual cuenta con 36 especies en nuestro pais, tiene diez
especies en alguna categoria de riesgo: dos especies en la categoria Vulnerable,
siete especies dentro de la categoria de En Peligro (Endangered) y sélo una especie
En Peligro Critico o Criticamente Amenazada (Critically Endangered) siendo la
destruccion del habitat y la contaminacion los principales factores que afectan a

estas especies (Camargo-Cruz, 1998; Frias-Alvarez, et al., 2010).

Incilius cristatus (Weigmann, 1833) es la Unica especie de bufénido en la categoria
de Peligro Critico en nuestro pais, segun la Lista Roja IUCN (2013). La especie es
endémica a México, su distribucion se restringe a los bosques mesdéfilo de montafia
en la zona centro de Veracruz y zonas cercanas de Puebla (Mendelson, 1997). La
legislacion mexicana la incluye en la categoria “Bajo Proteccion Especial’
(SEMARNAT, 2010). La inclusién de I. cristatus en la Lista Roja, se debe a que su
presencia se estima en menos de 100 km?y el area que ocupa es menor de 10km?,

su distribucién presenta una severa fragmentacion y hay una constante disminucién



en su area de ocupacion, de la calidad de su habitat, en el nimero de localidades,

asi como de individuos maduros (Santos-Barrera, et al. 2010).

El trabajo continuo con especies de anfibios cuya distribucion se restringe a areas
reducidas es sustancial para reconocer el estado por el que atraviesan sus
poblaciones (Beebee y Griffiths, 2005; Vasconcellos y Colli, 2009). Para identificar el
estado de vulnerabilidad de la especie son necesarios estudios que sirvan como
linea base para reconocer el tamafio de las poblaciones, detectar posibles declives,
oscilaciones estables o incluso la extirpacion de la especie en las localidades de
ocurrencia (Fogarty y Vilella, 2002; Ron, et al., 2003, Buckley y Beebee, 2004; Grafe,
et al., 2004; Muths y Scherer, 2011). Ademas, son necesarios estudios que aporten
elementos sobre la historia natural de la especie y aquellos que aborden la relacion
de la especie con su ambiente.

Desde su descripcion por Weigmann (1833), los estudios referentes a |. cristatus han
estado enfocados principalmente a revisiones taxondémicas y descripciones
comparativas (Firschein, 1950; Porter, 1964; Mendelson, 1997; Mendelson, et al.,
2011), y debido a que |. cristatus es una especie rara de encontrar, practicamente
son inexistentes los estudios enfocados en aspectos ecoldgicos, incluyendo los
relacionados con atributos poblacionales. Entre los afios 2008 y 2009 se realiz6 un
estudio con |I. cristatus en una localidad del municipio de Cuetzalan del Progreso,
Puebla, donde se gener6 informacion sobre la morfologia de |. cristatus durante la
etapa de larva, se evalud la densidad poblacional de los renacuajos, se examinoé la
presencia del hongo Batrachochytrium dendrobatidis, se evaluaron los atributos del
habitat acuético, las caracteristicas de la vegetacién, y se estim6 la distribucion
potencial de esta especie (Vazquez-Corzas, 2012). En dicho estudio se aportd
informacion sobre la historia natural de esta especie en etapa larvaria, no se detecto
la presencia de B. dendrobatidis y se registré so6lo un individuo adulto, atribuyendo
esto ultimo al habitat severamente fragmentado. Se califico a I. cristatus como una
especie estenoica, debido a su alta especificidad por el habitat, y las proyecciones
sobre su distribucion potencial sugieren una intensa transformacion del habitat (mas
del 60%).



En estudios recientes, entre 2010 y 2012, los cuales evaluaron el estado actual de
especies de anfibios en el centro de Veracruz (Meza-Parral y Pineda en prep;
Pineda y Aguilar-Lopez en prep.), se registraron pocos individuos adultos de 1.
cristatus en dos localidades. Asimismo, durante exploraciones para registrar la
herpetofauna de una localidad del estado de Puebla, en los limites con el estado de
Veracruz se detect6é un individuo de este sapo en un fragmento de bosque de niebla

(Nochebuena-Alcazar, com. pers.).

Estos hallazgos recientes representan una oportunidad para llevar a cabo estudios
poblacionales que contribuyan a aumentar el conocimiento sobre una especie de

anfibio en peligro critico, con distribucion restringida y al parecer de dificil deteccién.



Objetivo General

X/
L X4

Contribuir al conocimiento relacionado con aspectos poblacionales y de

habitat de Incilius cristatus

Objetivos Particulares

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/

L X4

X/
L X4

Determinar el tamafio poblacional de la especie en cuatro localidades de su

distribucion conocida

Examinar la estructura de edades dentro de las poblaciones y determinar la

proporcion de sexos
Examinar diferencias del uso de habitat en relacion a la edad
Registrar las caracteristicas del habitat en las poblaciones estudiadas

Describir atributos de la historia natural de la especie observados durante el

trabajo de campo.



Metodologia

Especie de estudio
Los individuos de Incilius cristatus son de tamafio mediano (52.9+2.8mm en machos

y 78.41£9.9mm en hembras), tienen habitos terrestres y su desarrollo pasa por un
estadio larvario (Mendelson, 1997). El timpano es reducido, carecen de saco vocal,
en comparaciéon con las otras especies que forman parte del complejo Incilius
valliceps presentan glandulas parotoides muy desarrolladas, ademas del desarrollo
notable de crestas postorbitales. Existe un dimorfismo sexual en la talla y en
caracteristicas morfolégicas, siendo las hembras mas grandes que los machos, y
presentando las hembras maduras las crestas preorbitales (Firschein, 1950; Porter,
1964; Mendelson, 1997). En cuanto a la coloracién es predominante en hembras la
coloracion dorsal café oscuro, ademas de presentar una linea interrumpida y
delgada de color café claro (Figura 1a). En el caso de los machos, estos pueden
presentar la region dorsal del cuerpo de color café claro hasta amarillo mostaza, con
el vientre de color crema opaco con marcas difusas y esparcidas de color café
oscuro (Figura 1b). Por otro lado los ejemplares juveniles pueden presentar
coloracion gris, café o tonos rojizos en las regiones paraventrales, que llegan a ser

gris-café claro a nivel de las verrugas laterales (Mendelson, 1997).

La distribucion histérica de Incilius cristatus corresponde a la parte central de la
Sierra Madre Oriental, en la region centro de Veracruz, dentro de las localidades de
Atzalan, Coscomatepec, Huatusco y Xalapa en Veracruz, y Teziutlan, Cuetzalan, y
Zacapoaxtla en Puebla. Sin embargo, en la actualidad la mayoria de estas
localidades son escasos los registros de I. cristatus, llegando a ser nulos aun en la
localidad tipo (Xalapa, Veracruz) creyéndose extinta en esta localidad (Mendelson,
1997; Mendelson y Canseco-Marquez, 1998; Stuart, et al., 2008).



Figura 1. Incilius cristatus hembra de la localidad en Atzalan (a) y macho de la

localidad en Coscomatepec (b).



Area de estudio
El estudio se llevd a cabo dentro del area originalmente de bosque mesdfilo de

montafia de la region centro de Veracruz, hacia el oriente del pais, y cuya
distribucion altitudinal de este tipo de vegetacion en la region va desde los 600 hasta
los 3000 msnm (Cruz-Argon, et al. 2010). La precipitacion anual total oscila entre los
1500 y los 2000 mm y la temperatura media anual estda alrededor de los 18°C
(Williams-Linera, 2012). Aunque el lapso de la época seca varia desde 0 hasta 4
meses, durante estos la alta frecuencia de neblinas y la resultante alta humedad
atmosférica en combinacién con la falta de luminosidad contrarrestan la escases de

lluvias en este periodo del afio (Rzedowski, 2006). .

Sitios de Estudio
El primer paso para la seleccion de los sitios de estudio fue considerar localidades

donde existian registros recientes de |. cristatus asi como registros histéricos
georeferenciados, lo cual se determiné mediante la revision de las bases de datos
de Global Biodiversity Information Facility (www.gbif.org) y Herpnet
(www.herpnet.org). Posteriormente, sitios que aun mantuvieran fragmentos de
bosque mesdfilo y aparentemente poco alterados o perturbados y finalmente se
llevaron a cabo recorridos de campo para explorar las localidades y solicitar la
autorizacion de los propietarios de los predios a estudiar o de las autoridades

locales.

Al final, se eligieron cuatro localidades (Figura 2), dos de ellas, ubicadas, en los
municipios de Huatusco y Coscomatepec, en Veracruz, y una en el municipio de
Chichiquila, en Puebla. Estas tres localidades fueron seleccionados a partir de
observaciones recientes (entre 2010-2012) de la especie. La cuarta localidad se
ubica en el municipio de Atzalan, Veracruz y fue incluida para este estudio, debido a
que existian registros histéricos de larvas (Mendelson, 1997), posteriormente

confirmamos la presencia de esta especie mediante en una visita exploratoria.



19°45'

19°30'

Simbologia
¢ Cabecera municipal
@ Sitio de estudio

19°15'

0 10 20 km

Figura 2. Ubicacién de las localidades donde se realizaron los muestreos ;(A)
Atzalan, (B) Chichiquila, (C) Huatusco, (D) Coscomatepec.

Para determinar el tamafio poblacional en cada uno de los sitios de estudio,
inicialmente se buscaron ejemplares postmetamorficos mediante el método de

encuentros visuales y posteriormente se siguié una técnica de marcaje-recaptura.

Registro por encuentros visuales
El trabajo de campo abarcé del mes de mayo a noviembre del 2013, teniendo

intervalos de 30 a 45 dias entre cada uno de los cinco muestreos. Se utilizé el
método de registros por encuentros visuales, expresando el esfuerzo realizado
como horas-persona, siendo la técnica de busqueda mas apropiada debido a que I.
cristatus es una especie rara y considerando ademas que si este método se repite
varias veces en estudios de marcaje-recaptura la densidad puede ser estimada



razonablemente (Heyer, et al.,, 1994). En cada sitio y durante cada muestreo se
realizé un esfuerzo de busqueda promedio de 50 horas persona. Los horarios de
basqueda fueron vespertinos-crepusculares (entre las 16:00 y 20:00 h
aproximadamente) y nocturnos (entre las 21:00 y 01:00 h aproximadamente),
durante los dos dias de busqueda. El nimero de personas que participo en las
bldsquedas oscilo entre tres y cinco, cabe mencionar que al inicio del estudio, se
plante6 buscar en horario diurno, pero debido a los escasos registros que se
generaron durante ese periodo en el primer muestreo, se decidié concentrar la
busqueda en los dos horarios previamente mencionados. El esfuerzo de muestreo
fue de 1000 horas-persona de todo el estudio, dividido en 250 horas persona por
localidad.

Marcaje y recaptura
Una vez localizados los ejemplares en campo, se capturaron manualmente y se

transportaron al campamento en bolsas de polietileno, para la toma de datos. La
ubicacion de los individuos capturados se georreferencié mediante un GPS Garmin
eTrex 30. En el campamento se llevo a cabo el registro fotografico y marcaje de los
ejemplares capturados. Para el registro fotografico se siguié el protocolo
recomendado por Zaffaroni-Caorsi, et al. (2012), mediante una camara digital,
haciendo uso del flash incorporado se tomaron tanto la parte ventral como dorsal
de cada individuo teniendo alguna referencia del tamafio del ejemplar (cuadricula
con 5 mm de precision). Considerando la calidad de la foto se tomaron de tres a
cuatro imagenes del ejemplar limpio (para evitar pasar por alto marcas oscuras) y
seco (para evitar el reflejo del flash), de las imagenes tomadas se seleccionaron las
gue tuvieron mayor similitud con la coloracién real del ejemplar para ser utilizadas
en los reconocimientos posteriores. El marcaje de los individuos se llevo a cabo
mediante la inyeccion de un Implante de Elastbmero Visible siguiendo la
metodologia de Hoffman, et al. (2008), utilizando el cédigo de numeracion de
Donnelly (1989) citado por Heyer, et al. (1994).



Estructura de edades y Proporcion de sexos
Para examinar la estructura de edades se utilizaron el peso tomado con

dinamoémetros de 10g (x0.1g), 30g (x0.25g) y 100(x1g) y la LHC medida con un
calibrador de precision de 0.01mm, con el fin de categorizar a cada individuo en
alguna etapa de desarrollo (Juvenil o Adulto), tomando como referencia lo
reportado por Mendelson (1997). La determinacidén de la proporcion de sexos de
las poblaciones estudiadas se llevo a cabo mediante el andlisis de la morfologia de
los individuos encontrados, considerando caracteres sexuales secundarios como la

cresta preorbital en hembras y las excrecencias nupciales en machos.

Uso del Habitat
Para definir el uso del habitat en las diferentes etapas de desarrollo, se tomaron los

datos de humedad y temperatura ambientales donde cada individuo fue capturado,
ademas se utilizaron los datos georreferenciados de cada individuo y se calculd
tanto la distancia al cuerpo de agua corriente mas cercano como la distancia al

borde mas mas cercano del fragmento.

Caracterizacion del habitat
Para caracterizar la vegetacion, se realizaron diez transectos de 25x4 metros (1000

m? en total) en cada sitio durante el Gltimo muestreo, en los que se midié la
densidad arbdérea considerando sélo individuos que presentaron un diametro a la
altura del pecho (DAP) mayor o igual a 15 cm, tomado con una cinta métrica
(x0.1cm), se calculd el area basal y se estimé la altura de los arboles mediante
estimacion visual con ayuda de dos metros de madera. Paralelamente se midi6 la
cobertura de dosel mediante fotografias digitales tomadas en tres puntos de cada
transecto, al principio, en medio y al final. Las fotografias del dosel fueron
analizadas siguiendo la metodologia propuesta por Korhonen, et al. (2006)
haciendo uso del software ImageJ version 1.43 para calcular el porcentaje de
cobertura del dosel. En cinco transectos de cada sitio se tomaron 15 mediciones de
hojarasca, cinco al inicio, en medio y al final, y en los cinco transectos restante se
toméd sélo una medida en cada seccion (inicio, en medio y final). Adicionalmente se

identificaron los fragmentos trabajados mediante Google Earth, para



consiguientemente calcular el area total trabajada en cada localidad haciendo uso
del software ArcView 3.2 (Esri, 1999).

Analisis de datos
Para calcular el tamafio de la poblacibn en cada sitio de estudio utilizamos,

mediante software MARK, el modelo Jolly-Seber para poblaciones abiertas (Krebs,
1999) de acuerdo a la formula:

Donde

N, = Tamafio estimado de la poblacion justo antes del muestreo en el

tiempo t.

M, = Tamafio estimado de la poblacién marcada justo antes del

muestreo del tiempo t.
.= Proporcién de los animales marcados.

El modelo Jolly-Seber se basa en las siguientes suposiciones: 1) todos los
individuos tienen la misma probabilidad (%.) de ser capturados en el t-ésimo

muestreo, independientemente si esta marcado o no, 2) cada individuo marcado

tiene la misma probabilidad (#:) de sobrevivir desde el t-ésimo al (t+1)ésimo

muestreo, 3) los individuos no pierden las marcas, y las marcas no se pasan por
alto al ser capturados y, 4) el tiempo de muestreo es insignificante en relacioén al

intervalo entre muestreos.

Para examinar si la abundancia de I. cristatus era independiente del sitio estudiado
se llevé a cabo una prueba de bondad de ajuste (x?) considerando la abundancia
esperada como abundancia total observada dividida entre el nimero de localidades

estudiadas. Asimismo se realizé una tabla de contingencia para analizar las



diferencias en la estructura poblacional entre los sitios estudiados. Por otro lado se
realiz6 una prueba de T para corroborar el dimorfismo sexual anteriormente
reportado (Zar, 1999).

Para comparar el uso de habitat y para analizar los datos de humedad y
temperatura entre categorias de edad (adultos y juveniles), se utilizé una prueba de
T, y mediante la prueba de Mann-Whitney se analizaron tanto los datos de
cercania a cuerpos de agua, como ubicacion de los organismos con respecto al

borde del fragmento de bosque més cercano.

Con respecto al habitat, para cada sitio se calculo la media y desviacion estandar
de los atributos de este (Profundidad de hojarasca, Cobertura del dosel, Altura de
los arboles y el DAP de éstos), para posteriormente ser analizadas por separado
entre las cuatro localidades mediante un analisis de varianza (ANOVA) y finalmente
se realizé una prueba de Tukey para definir qué grupos diferian significativamente.
Todos los analisis estadisticos fueron realizados en el programa PAST 2.17.



Resultados
Se registraron 177 individuos de Incilius cristatus dentro de las cuatro localidades
pertenecientes a los estados de Veracruz y Puebla, resultando el sitio ubicado en el
municipio de Atzalan con el mayor numero de individuos registrados (133), seguido
por los de Chichiquila (22), Huatusco (16) y finalmente el de Coscomatepec (seis
individuos, ver Figura 4). Del total de individuos detectados, 175 fueron marcados y
registrados fotograficamente y dos no pudieron ser capturados, 167 fueron
marcados mediante el implante de elastdmero y liberados sin ninguna dificultad, los
ocho individuos restantes capturados durante el ultimo muestreo no fueron
marcados debido a que fueron encontrados en amplexo, por lo que solamente

fueron integrados al registro fotografico.

Tamafio poblacional
El tamafio de la poblaciéon no pudo ser calculado mediante el modelo Jolly-Seber,

como inicialmente se plante6, debido al escaso nimero de recapturas en los casos
de Huatusco (una recaptura) y Atzalan (cuatro recapturas) y nulos en los sitios
restantes. Aln en Atzalan donde se registr6 el mayor niamero de individuos, el

namero de recapturas no fue suficiente para estimar el tamafio poblacional.

Se encontré que la abundancia observada de . cristatus varié en funcién del sitio
de estudio (%001, 5= 240.29, p<0.01). Cuando se relacioné el nimero de individuos
registrados en funcién del esfuerzo de muestreo se observo una tasa de encuentro
de 17.7 individuos por cada 100 horas-persona, no obstante a nivel de sitio, se
detectaron diferencias en la tasa de encuentro en las cuatro localidades. En
Atzalan se registraron 52.4 individuos por cada 100 horas de basqueda, el segundo
lugar fue Chichiquila con 8.8, seguido por Huatusco con 6.4 y finalmente
Coscomatepec, donde se registro la menor tasa de encuentro, con 2.4 individuos

por cada 100 horas-persona de busqueda.

Estructura de edades y proporcion de sexos
En el conjunto de sitios estudiados se detectd que, mas de la mitad de los

individuos capturados fueron juveniles (56.5%), y que la proporcion de machos

adultos (21.5%) y hembras adultas (22%) fue muy parecida. No obstante a nivel



local, la estructura poblacional de cada sitio de estudio fue diferente (%0.01 6=76.06,
p<0.01). Casi dos terceras partes de los individuos en Atzalan fueron individuos en
estadio juvenil (63%), siendo casi el doble del nimero de registros de individuos
adultos (37%). De estos ultimos, las hembras representaron el 26% y los machos el
11%. En Chichiquila de manera similar lo juveniles representaron mas de la mitad
de los registros (59%) complementados por un 41% de adultos, sin embargo en
esta localidad no se registraron machos adultos. En contraste, en Huatusco casi
todos los registros fueron de adultos (94%), especificamente hembras. Por ultimo,
en Coscomatepec, donde se obtuvo la menor abundancia, el nimero de individuos
adultos fue el doble (66.7%) que de juveniles (33.3%; Figura 3).
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Figura 3. Abundancia de I. cristatus en cuatro localidades de la region centro de
Veracruz, se muestra el nimero total de registros (sobre cada columna), asi como
la proporcion de individuos juveniles y adultos de cada sexo (valores en el interior
de cada columna).

Uso del habitat
Las condiciones del habitat (datos de temperatura y humedad relativa) se

relacionaron con la actividad de |. critatus durante el periodo de muestreo
(crepusculo-noche), el intervalo de temperatura fue de 13.4 a 23.4 °C y la humedad
relativa varié desde 65 a 99%(Figura 4a). Siendo los organismos juveniles los que
estuvieron presentes en las condiciones con los valores mas extremos de estos
intervalos, sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre las
condiciones de humedad (t=0.254, p=0.81), ni temperatura (t= -2.793, p=0.69)

ocupadas por ambos estadios de desarrollo.

La ubicacién de los individuos de cada categoria de edad con respecto al rio
(distancia al rio), mostré diferencias entre juveniles y adultos (U= 1137, Z= -4.604,
p<0.01), la distribucion de los organismos adultos varié entre 0 a 260m al cuerpo
de agua mas cercano, el 97% de los registros fueron a menos de 110m. Por otro
lado individuos juveniles ubicados entre un intervalo de 0 a 290m, presentaron una

mayor variacion en la distancia al cuerpo de agua (Figura 4b).

Con relacion a la ubicacion de los individuos en funcién de la distancia al borde
mas cercano del fragmento, también se encontré una diferencia entre organismos
juveniles y adultos (U=1502, Z= -6.262, p<0.01). Los adultos presentaron una
mayor cercania al fragmento siendo 15m la distancia mas alejada de este, y
adentrandose hasta mas de 270 metros de este. En cambio los juveniles, hacia el
interior de los fragmentos se ubicaron de manera similar que los adultos, y en el
exterior fueron registrados a una distancia mas apartada en comparacion con los

adultos (124m; Figura 4c).
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Figura 4. Condiciones microclimaticas y distribucién espacial de los individuos de
|. cristatus registrados en cuatro localidades de estudio a) Relacién temperatura-
humedad en funcién de la edad del individuo; b) Ubicacién de los individuos y su
edad con respecto al arroyo; y c) ubicacién de los individuos y su edad con
respecto al borde del fragmento del bosque (los valores negativos en la abscisa

representan la ubicacion fuera del fragmento).

Caracterizacion del habitat
La cobertura del dosel del conjunto de sitios donde se registrd a |. cristatus varid

entre 34 y 98%, entre sitios se observaron diferencias en la cobertura del dosel,
siendo Chichiquila el sitio que difirié significativamente del resto de los sitios y cuya

cobertura fue mas baja (Fsz 116=11.15, p<0.05, ver Figura 5a).



Los valores para la profundidad de hojarasca registrada para los cuatro sitios
estuvieron entre 0 y 12cm, siendo en este caso Atzalan donde se registraron los
valores mas grandes y la que difiere de las demas localidades (F3356=13.93,

p<0.05, ver Figura 5b).

En el habitat de I. cristatus se encontraron diferencias tanto en el promedio del DAP
de los arboles como en la altura de estos. Los municipios de Coscomatepec y
Huatusco fueron los que presentaron los valores méas altos de DAP (50+31 y
40+29cm respectivamente), siendo estos dos municipios significativamente
diferentes de los municipio de Chichiquila y Atzalan (Fs141=12.11, p<0.01, ver
Figura 5c). En cuanto a la altura de los arboles se encontraron diferencias
significativas, donde el municipios de Huatusco present6 los valores mas altos y

Atzalan presento los valores mas bajos (F3 141=10.39, p<0.01, ver Figura 5d).

En cuanto al &rea basal, el municipio de Coscomatepec presento el mayor valor
(8.35m?/1000m?) seguido por Huatusco (6.8m?/1000m?), Atzalan (2.41m?/1000m?)
y Chichiquila (2.01m?1000m?). El municipio con la mayor densidad arbérea de
individuos con una DAP mayor a 15cm fue Atzalan (50/1000m?), seguido por
Huatusco (35/1000m?) y finalmente los municipios de Chichiquila y Coscomatepec
(30/2000m?). Por dltimo, area de los fragmentos de cada localidad fue similar en
Atzalan (64.4 hm?), Chichiquila (75.3 hm?) y Coscomatepec (83.8 hm?), resaltando
el fragmento en la localidad de Huatusco, siendo mayor en cuanto a area (124.1
hm?).
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Figura 5. Varicion de cuatro atributos ambientales en sitios con presencia de |. cristatus.
Los sitios que difieren en atributos estan representados con diferente letra (a, b, c, d).
Huatusco (Hsc); Coscomatepec (Csc); Chichiquila (Chi) y Atzalan (Atz).

Historia Natural
La talla (LHC) de los organismos juveniles varié entre 53.8 y 17.7mm siendo la

media 33t9mm. Con respecto a los adultos se encontraron diferencias
significativas entre sexos (t=12.723, p<0.05), donde las hembras fueron

notablemente mas grandes (83£10mm) que los machos (61+3mm).



Con los datos de recapturas obtenidos se pudo calcular la tasa de crecimiento de
cinco individuos, observando que esta oscilé entre 8.1 y 3.1% en individuos cuya

talla inicial fue de 50.2 y 28.8mm, respectivamente (Anexo 1).

Al analizar la relacién talla-peso de los organismos, se detecté que las hembras,
quienes generalmente fueron mas grandes, tuvieron una mayor variacion en

biomasa (medida como peso fresco, ver Figura 6)
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Figura 6. Relacion Peso-Talla de Incilius cristatus para cada categoria (Hembras (@),
Machos (O), Juveniles (®)).

En la poblacion de Atzalan se encontraron organismos en amplexo (Figura 7) a

finales de la época de muestreo (noviembre), con una relacion promedio de tamafio



de la hembra: tamafio del macho de 1.44 (Anexos 2). Cabe mencionar que durante
ese Ultimo muestreo, a pesar de observar varias parejas en amplexo, no se

escucharon vocalizaciones por parte de los machos.

Anexo 3. Pareja de I. cristatus perteneciente a la poblacion de Atzalan, Ver., en amplexo.



Discusidn
Los resultados de este trabajo confirman la permanencia de |. cristatus en cuatro
fragmentos de bosque de niebla con registros previos, sin embargo, la abundancia
entre las poblaciones estudiadas fue notablemente variable, oscilando entre seis y
133 individuos. De hecho este udltimo valor es el mas alto registrado (como
individuos postmetamorficos: juveniles y adultos) con respecto a cualquier estudio.
Asimismo, las diferencias tanto en la estructura como en la proporcion de sexos
entre poblaciones, junto con las variaciones en abundancia, sugieren que los
fragmentos de bosque de niebla donde habita I. cristatus, a pesar de estar poco o
moderadamente perturbados, difieren notablemente con respecto a los atributos
ambientales que determinan la sobrevivencia, reproduccién y dindmica de los
individuos en la poblacion. Adicionalmente, las diferencias poblacionales, permiten
inferir que la poblacion cercana a Coscomatepec es la mas propensa a
desaparecer en un futuro inmediato, en contraste con la poblaciéon de Atzalan,
donde se observaron mucho mas individuos y donde proporcionalmente hubo mas

juveniles. .

La baja abundancia y la alta variabilidad en la deteccién, propia de los organismos
considerados “raros”, resulta en una baja deteccion en los cambios de tamafo
poblacional (Goldberg y Schwalbe, 2004) haciendo mas complicada una inferencia
de su condicion actual. Los estimadores de tamafio poblacional representan una
ventaja de poder calcular la variacion de la poblacion a lo largo del tiempo (Scherer,
et al., 2008), sin embargo se necesita de un gran esfuerzo de muestreo durante un
periodo de tiempo considerable para obtener los datos apropiados para su uso
(Beebee y Griffiths, 2005; Goldberg y Schwalbe, 2004). Si bien, en el presente
trabajo no se obtuvieron las suficientes recapturas para usar algun estimador y
calcular el tamafio poblacional de alguna de las cuatro poblaciones, si fue posible
registrar la abundancia sin sobreestimarla, ya que se marcaron los individuos y se
relacion6 con el esfuerzo de muestreo aplicado. De esta manera se valida la

comparacion entre poblaciones y se genera una linea base para estudios



comparativos, ya sea en otro momento en los mismos sitios o bien en otras
localidades, lo cual es imprescindible para evaluar de manera continua la tendencia
poblacional de las especies de anfibios en general y en particular de aquellas en
situacion de riesgo (Blaustein, et al. 1994; Stuart, 2007).

Si la abundancia relativa se relaciona directamente con el tamafio poblacional (en
este caso expresada en tasa de encuentro) el resultando seria una alta
probabilidad que las poblaciones de Coscomatepec, Huatusco y Chichiquila,
respectivamente sean mas vulnerables a efectos negativos ambientales,
demograficos y estocasticamente genéticos (Purvis, et al.,, 2000) en comparacion

con Atzalan.

La mayor abundancia en Atzalan, puede verse relacionada con la alta densidad
arborea, por otro lado dificilmente se ve afectada por el area basal y el tamafio del
fragmento estudiado, debido a que en esta localidad se present6é uno de los
menores valores para estas dos variables. Por lo que se considera que las
caracteristicas de microhabitat, probablemente la profundidad de la hojarasca y la
cobertura del dosel, resultado de un mayor nimero de arboles maduros en
comparacién con los otros tres sitios, actué generando condiciones viables para la
presencia de estos organismos (Murcia, 1995; Rothermel y Semlitsch, 2006;
Rittenhouse y Semlitsch, 2006; Rittenhouse, et al., 2008).

Excluyendo a la poblacién de Atzalan, el escaso niumero de juveniles en las tres
poblaciones restantes puede tener varias causas. Se descarta la variaciéon en la
detectabilidad relacionada con el estadio de desarrollo (Fong, et al., 2010), debido
a que la diferencia en el numero de registros en comparacion con Atzalan es muy
grande, ademas las caracteristicas del habitat en esta Ultima localidad podrian
ofrecer menor variaciébn en las condiciones de microhabitats disponibles como
refugios (Rittenhouse, et al., 2008). Esta etapa de desarrollo tiene un papel muy
importante, ya que durante este estadio se produce la mayor tasa de movilidad,
como se infiere a partir de los resultados de este trabajo, dando como
consecuencia la colonizacién y/o reclutamiento en diferentes habitats (Cushman,
2006; Griffiths, et al., 2010; Pittman, et al., 2014). Sin embargo, una alta tasa de



mortandad en los primeros meses de desarrollo post metamérfico ademas de un
mayor intervalo de movilidad, podria explicar estas diferencias negativas (Grafe, et
al.,, 2004; Rothermel y Semlitsch, 2006; Rittenhouse y Semlitsch, 2006;
Rittenhouse, et al., 2008). Especificamente en la familia bufonidae existe evidencia
de este fendmeno (Blair, 1953; Zug y Zug, 1979; Todd y Rothermel, 2006).
Tomando en cuenta la distribucion de los individuos juveniles respecto a los
fragmentos de hbitat, las diferencias poblacionales pueden ser el resultando de la
baja abundancia registrada debido a la movilidad a través de habitats alterados
drasticamente (cultivos, potreros, carreteras), reduciendo ain mas la tasa de
supervivencia debido a depredacion y a su relativamente baja tolerancia a
condiciones de estrés hidrico y térmico, afectando la tasa de reclutamiento y por
ende la persistencia de la poblacién (Cogalniceanu y Miaud, 2003; Rothermel y
Semlitsch, 2006; Rittenhouse y Semlitsch, 2006).

La proporcibn de sexos fue diferente en cada poblacion, en Atzalan y
Coscomatepec ésta result6 inclinada hacia los machos, considerado esto comun
en especies terrestres (Zug y Zug, 1979; Hoglund, 1989; Wagner y Sullivan, 1992;
Vasconcellos y Colli, 2009). La no deteccién de adultos de los dos sexos durante el
periodo de estudio en tres de las localidades exploradas, podria estar relacionado
con el comportamiento y habitos estacionales influenciados por la época no
reproductiva (Fogarty y Vilella, 2002), o por efecto de los diferentes factores tanto
biéticos como abidticos en cada sitio. Se ha registrado que ante la existencia de
dimorfismo sexual en tamafio, normalmente difiere la respuesta al ambiente (Gray y
Smith, 2005; Lu, et al., 2006; Young y Schmetterling, 2009), observando que
hembras mas grandes, podrian ser menos afectadas por estrés hidrico y térmico
(Grafe, et al., 2004), resultando en una mayor resistencia a habitats alterados y lo
gue les permitiria aumentar su intervalo de movilidad, explicando esto la baja tasa
de recapturas en todos los sitios (Schwarzkopf y Alford, 2002; Fong, et al., 2010).
Por otro lado, el aumento de talla en anfibios puede elevar la resistencia al ayuno
(Bidau, et al., 2011), y un mayor tamafio de las glandulas parotoides, influye en la
probabilidad de evadir depredadores eficientes (Zug y Zug, 1979), ambos factores

pueden tener un efecto positivo en la tasa de supervivencia, reflejada en este caso



un mayor numero de capturas como es el caso de Huatusco y Atzalan. Tomando
en cuenta la ubicacién espacial de los organismos en etapa adulta en relacion con
los fragmentos de vegetacion y la distancia al arroyo, se refleja una dependencia
de estos para su reproduccion y una filopatria al elegir habitats que ofrezcan una
mayor estabilidad de recursos entre cada evento reproductivo como se ha
registrado en multiples trabajos con anfibios (Préhl, 2002; Muths, et al., 2006; Todd,
et al. 2009; Liang y Stohlgren, 2011).



Consideraciones finales
Para llevar a cabo trabajos futuros con I. cristatus, particularmente con aspectos
poblacionales, seria recomendable ampliar el periodo de estudio, tanto a un ciclo
anual completo, como a varios anuales, ya que los resultados de este trabajo se
limitan a una ventana temporal menor a un afio. Con un periodo de tiempo mas
prolongado se podria calcular el tamafio poblacional, estudiar tendencias
poblacionales, definir la tasa de crecimiento con relacion a la época y al estadio de
desarrollo, y esclarecer en qué magnitud la variacion de caracteristicas ambientales
afecta la dinamica de las poblaciones. Asimismo, es conveniente ampliar la
ventana espacial del estudio, aumentando el nimero de fragmentos de bosque por
estudiar e incluso incursionar en ambientes modificados parcialmente, como los
cafetales con sombra, caracteristicos de la region los cuales han sido calificados
como apropiados para una porcion de la diversidad de anfibios de la regiéon, pero
aun no para |. cristatus (Pineda y Halffter, 2004). Por otro lado seria pertinente
analizar de manera particular las amenazas que enfrenta la especie, ademas de la
pérdida de héabitat, como el hongo quitridio o la contaminacion. De igual manera
realizar estudios enfocados a la reproduccién de esta especie, debido a que se
reproduce a finales de la época humeda, periodo en el cual se nota la disminucion
drastica de la temperatura, siendo este comportamiento muy poco comdn en las
especies de la zona. Adicionalmente, seria interesante analizar la diversidad
genética dentro y entre el conjunto de poblaciones, para evaluar su nivel de

heterocigocidad y examinar el riesgo de extincién local de cada una.

Finalmente y en un contexto de conservacion los escasos registros de |. cristatus
gue existian desde su descripcion dieron como resultado que se catalogara como
una especie rara en la mayoria de los trabajos. Ahora con los datos generados en
Vasquez-Corzas (2012) como los de este trabajo incluyendo lo referente a historia
natural, es posible actualizar la informacién sobre este sapo en peligro y confirmar
0 quiza reconsiderar, la categoria de amenaza asignada tanto por la UICN, como
por la NOM-059-2010 y con ello establecer estrategias de conservacion acordes al

escenario actual.



Anexos

Anexo 1. Tasa de crecimiento de los individuos recapturados, donde se reporta el

crecimiento en mm por dia, mes y su proporcion por mes.

Crecimiento o
Individuo Localidad LHC1(mm) LHC2(mm) promedio por % de crecimiento por
dia (mm) mes
7 Huatusco 87.25 94.8 0.22 7.6
58 Atzalan 50.2 52.9 0.14 8
32 Atzalan 43.3 47.8 0.12 8
45 Atzalan 254 27.5 0.04 4.1
47 Atzalan 28.8 30.6 0.03 3.1

Anexo 4. Talla de machos y hembras encontrados en amplexo y proporcién del tamafio de

las hembras respecto al de machos

LHC Machos (mm) LHC Hembras (mm) Relacion LHC
61.2 91.7 1.50
65.9 83.3 1.26
65.4 100.1 1.53
62.6 95.7 1.53
63.2 88 1.39
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