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1. INTRODUCCION

Los caracteres osteoléogicos juegan un papell fundamental en la
macrosistemética de los anuros. Lynch (1973) utilizé ™ 38 caracteres en su
anédlisis evolutivo del orden; veintitrés de ellos, casi las dos terceras
partes, eran osteolégicos. Al mismo tiempo, el esqueleto es casi el danico
sistema organico disponible para estudios paleontolégicos y evolutivos del
pasado. Por otra parte, podemos afiadir la utilidad del sistema esquelético
para estudios de biologia evolutiva; existen tendencias recientes en esta
disciplina que hipotetizan alteraciones en 1la duracién relativa de los
acontecimientos del desarrollo (heterocronias) como wuna de las causas

fundamentales del cambio morfolégico (Alberch et al., 1979).

Este trabajo revisa y actualiza los conocimientos existentes sobre la
osificacién del esqueleto de los anuros. Paralelamente examina el proceso de
condrificacién de los miembros anteriores y posteriores, especialmente en 1o
referente al carpo y al tarso, y de sus respectivas cinturas. Su aportacién
més original reside en el estudio del procese de osificacién con una visién
muy amplia del desarrollo, pues considera parte importante del mismo no sélo
todos los estadios larvarios, sino también todas las clases de edad de las
etapas juvenil y adulta. Al mismo tiempo, determina 1la variabilidad de
caracteres osteolégicos de importancia sistemética, y establece homologias
atendiendo al origen embriolégico de los elementos. De hecho, el método de
trabajo permite utilizar ejemplares preservados en alcohol o formol 1largo
tiempo y, especificamente, integrar datos procedentes de series ontogénicas

fésiles.

Los estudios de este tipo son necesarios, pues los parametros basicos
para dilucidar la participacién de procesos heterocrénicos en los cambios
morfolégicos todavia no se han cuantificado en el esqueleto completo de
ningin anuro. Tales paréametros son: momentos de inicio y finalizacién de la
osificacién, tamafio de las piezas al comienzo de la misma, y tasa de
crecimiento de los elementos esqueléticos. Por 1lo cual, es evidente la
necesidad de conocer con detalle la cronologia de la diferenciacién de todos
los elementos esqueléticos de algunas especies clave, medir en ellas el mayor

‘numero de  parametros del desarrollo y precisar su variabilidad



intraespecifica. Esto nos proporcionaria un marco de referencia para
determinar qué parémetros y procesos del desarrollo del esqueleto tienen
utilidad taxonémica y filogenética, asi como identificar caracteres que

resulten convergentes en la etapa adulta.

Hasta el momento se ha investigado el proceso de osificacién del créaneo
de dieciocho especies de anuros, de las 3.438 existentes (Duellman & Trueb,
1986). Estas especies pertenecen a ocho de las veintidés familias reconocidas
(Duellman & Trueb, 1986). Para nuestros propésitos tres de estos trabajos son
importantes, ya que se realizaron con un nimero suficiente de ejemplares y se

estudié toda la etapa larvaria:

.~ Kemp & Hoyt (1969) sobre Rapna pipiens. Estos autores ademas de
realizar una descripcién completa y detallada de la cronologia de la
osificacién de todos los huesos de créneo, describen dos alteraciones
de 1la secuencia de osificacién normal en renacuajos tratados con
tiroxina en estadios tempranos del desarrollo. Entre los inconvenientes
a la hora de utilizar sus datos en nuestros estudios comparativos,
podemos sefialar que utilizaron una tabla de desarrollo especifica de
Rana pipiens, la de Taylor & Kollros (1946); ademéas, la descripcién del
progreso de la osificacién' se interrumpe al fin de la metamorfosis, y

por Gltimo, los animales fueron criados en cautividad.

- Gaudin (1978) sobre Bufo boreas. En este trabajo se comparan las
secuencias de osificacién de renacuajos de campo de dos localidades
distintas con renacuajos de laboratorio. Se pone de manifiesto que la
osificacién en los animales de laboratoric se retrasa respecto a los
del campo. Se reseflan todos los huesos y se describe el avance de la
osificacién en la etapa postmetamérfica, dividiendo los ejemplares en
clases de tamafio. Se utiliza la tabla de desarrollo de Limbaud & Volpe
(1957), muy parecida a la de Gosner (1960). Los datos que aporta son
sin duda 1los que mejor se ajustan a nuestros requerimientos

comparativos.



- Hanken & Hall (1984) sobre Bombina orientalis. Los autores describen
cuatro variaciones intraespecificas de 1la secuencia normal de
osificacién de la especie. Clasifican los renacuajos con la tabla de
Gosner (1960), pero no describen la osificacién de tres huesos que
presumiblemente mineralizan después de concluir la metamorfosis. El

estudio se realizdé con ejemplares criados en cautividad.

Sorprendentemente soélo existen estudios de la osificacién postcraneal
de dos especies de anuros: Xenopus laevis <(Bernasconi, 1951; Nieuwkoop &
Faber, 1956) y Rana pipiens (Kempt & Hoydt, 1969). Ambas especies se utilizan
asiduamente en estudios experimentales embrioclégicos o fisiolégicoé. Las
descripciones de la osificacién de sus esqueletos se efectuaron al margen de
cualquier propésito comparativo, empleando las tablas especificas de
desarrollo de cada especie -Bernasconi (1951) no utilizé ninguna-, vy
valiéndose de animales criados en cautividad. Por otra parte, en ninguno de
los trabajos se citan todos los centros de osificacién. Este inconveniente es
especialmente importante en las descripciones de la columna, en las cuales los
autores se limitan a sefialar el inicio de la osificacién en las vértebras y en
el urostilo, sin mas detalles. Tampoco se continuaron las investigaciones
después de la metamorfosis, por lo que la osificacién del carpo y el tarso no

se describe.

Debido a que la osificacién postcraneal se efectia sobre un soporte
cartilaginoso previo, nos vimos obligados a revisar el estado del conocimiento
sobre los grandes planes estructurales que se supone se repiten en el

desarrollo de las vértebras y del quiridio de los tetrapodos.

El modelo de los arcualia de Gadow (1896) que postula el origen de las
vértebras por la reorganizacién de cuatro pares de arcualia, fué confirmado en
anfibios por las 1investigaciones de Mookerjee (1930, 1931), y resulté
duramente criticado por primera vez por Williams (1959). Este autor revisé
los trabajos existentes sobre la embriologia de la columna vertebral de los
tetrapodos y, aunque reconoce que el modelo explica muy bien las vértebras

fésiles de los tetrépodos y que las vértebras de todas las especies actuales



son homélogas, concluye que los datos embriolégicos no se ajustan a la
hipétesis de Gadow y que, por tanto, es necesaria una nueva sintesis que sélo
podré realizarse cuando se disponga de descripciones libres de la influencia
de la teoria de los arcualia. Wake (1970) examina el desarrollo vertebral en
los anfibios y no encuentra pruebas de resegmentacién en los esclerotomos, ya
que no detecta esclerocele; pone en evidencia que, a falta de fésiles, la
homologacién de los centros vertebrales de los anfibios actuales con

pleurocentros o intercentros no es posible.

El modelo basico de quiridio, justificado con todo detalle por Holgrem
(1933), poseia en el carpo/tarso tres filas de huesos; una proximal con tres
elementos, una central con cuatro elementos centrales més un elemento Y, y una
distal con 5 carpales/tarsales. A este carpo/tarso seguian cinco
metacarpianos/metatarsianos. Este patrén se reproduciria més o menos
completamente en la ontogenia de todos los tetradpodos; la ausencia de algunos
elementos se explicaba por "fusiones" en los estadios precondrogénicos. El
modelo se ajustaba bastante bien al carpo fésil bien conservado més antiguo
que se conoce, el de Eryops, y a la condrificacién del carpo de Pelabates
fuscus (Emery, 1894; Schmalbausen, 1907) y Bombina bombina (= “"Bombinator
igneus") (Steiner, 1921), trabajos precursores del modelo de Holgrem. Este
modelo fue refutado por los experimentos de Hinchlife (1977) en embriomes de
pollo (Gallus domesticus). Segin describen Hinchlife & Johnson <(1980), el
marcajJe con sulfato radiocactivo de las condensaciones precondrogénicas del
carpo de polle puso de manifiesto que eran cuatro, el mismo  numero que
piezas podian observarse en el adulto; mientras que el numero de
condensaciones precartilaginosas aceptado previamente era de trece, creyéndose
que luego unas se fusionaban y otras se perdian. Recientemente Shubin &
Alberch (1986) proponen la homologia del quiridic de 1los tetrapodos,
apoyadndose en que los mecanismos béasicos para la generacién de nuevas
condensaciones cartilaginosas son los mismos en todos ellos: segmentacién,

bifurcacién y condensaciones “"de nova".

La eleccién de Pelobatidos y Peloditidos para este trabajo de tesis se

debe a su controvertida posicién en la evolucién de los anuros. Lynch (1973),



trabajando sélo con adultos, los situé en un nivel de transicién entre 1los
anuros con caracteres primitivos -Archaecbatrachia- y 1los que poseian
caracteres fundamentalmente derivados -Neobatrachia-. En cambio Sokol (1975),
en la filogenia que establecié bashndose exclusivamente en caracteres
larvarios, consideré dos linajes principales, Discoglossoidei y Ranoidei, y
situé a los Pelobatoidea en la base de la radiacién adaptativa de estos
Gltimos. Por otra parte, Rocek (1970) apoyandose en la peculiarisima ontogenia
del frontoparietal de Pelobates fuscus, ubicé el género Pelgobates, junto con
Pipidos, Palecbatracidos y Rinofrinidos en un orden nuevo -Archaeosalientia-,
mientras el orden Neosalientia agrupaba a los restantes anuros. En vista de
la controversia existente, es evidente que cualquier informacién relativa a la
estructura y desarrollo de los Pelobatoidea ser4 de extraordinario interés

para los que trabajan en sisteméAtica de anuros.

La superfamilia Pelobatoidea agrupa tres familias: Pelobatidae,

Pelodytidae y Megophryidae (Cannatella, 1985).

La familia Pelobatidae esté& constituida por tres géneros y once
especies. El género Pelobates se distribuye actualmente por Eurasia y norte de
Africa (consultar la figura 1) y estd constituido por cuatro especies: P.

cultripes, P. fuscus, P, syriacus y P. _varaldii. Los géneros Scaphiopus y Spea

se localizan en Norteamérica, en las areas sefialadas en la figura 2.

La familia Pelodytidae es monogenérica y sélo tiene actualmente dos
especies: Pelodytes punctatus en la Peninsula Ibérica y surceste de Francia y
P. caucasicus en el Calcaso. Las areas de distribucién de ambos taxones se

indican en la figura 3.

La familia Megophryidae estd poco estudiada. Frost (1985) reconoce 72
especies, distribuidas por el sudeste asiatico e islas adyacentes, en el area

rayada de la figura 3.

Léogicamente, nos hemos centrado en el estudio detallado de las especies
ibéricas (Pelobates cultripes y Pelodytes punctatus) y norteafricanas del
grupo (Pelobates varaldii), aunque también hemos conseguido muestras
aceptables de Pelobates fuscus, P. syriacus, Scaphiopus couchii y Spea



W Pelobates cultripes

@ Pelobates fuscus

UID] Pelobates syriacus

Pelobates varaldii

Figura 1.- Areas de distribucién de las especies del género Pelobates.
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Figura 2.~ Area de distribucién de la familia Pelobatidae.



E=—— familia MEGOPHRYIDAE

Pelodytes punctatus
familia PELODYTIDAE

Pelodytes caucasicus

Figura 3.- Areas de distribucién de las familias Pelodytidae y Megophryidae.
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multiplicatus, entre los Pelobatidos; Pelodytes caucasicus (Peloditidos), y
Megophrys montana y Leptobrachium hasseltii como representantes de los dos

grandes grupos en que se dividen los Megéfridos.

Tanto Pelobates como Pelodytes presentan ciclos de vida dobles, tipicos
de la clase Amphibia. Tienen una fase embrionaria y larvaria acuitica, que
afecta a huevos y renacuajos y dura entre tres y seis meses segiun la especie
y la latitud (Diaz-Paniagua, 1986; Diaz-Paniagua & Arrizabalaga, 1987; y datos
propios). Y una fase terrestre que incluye recién metamorfoseados, juveniles y

adultos, cuya duracién méxima detectada en libertad es de doce afios en

Pelgbates cultripes (datos en esta tesis).

Los renacuajos del género Pelobates son los de mayor tamafio de la fauna
europea; los de P, cultripes llegan a los 100 mm de longitud total y los de P.

varaldii y P. fuscus pueden rebasar esa cota. En cambio, los de Pelodytes
punctatys muestran un tamafio intermedio dentro del rango que exhiben las

especies ibéricas.

Los resultados de este trabajo se exponen en dos capitulos. En el
primero se detalla’el criterio que se ha seguido para calcular la duracién en
dias de cada uno de los 22 estadios del periodo larvario; cémo se han
separado los ejemplares postmetamérficos en 13 clases dependiendo de sus afios
de vida, y finalmente, se analiza la relacién que existe entre edad y tamafio a

lo largo de todo el desarrollo.

El segundo capitulo aborda la descripcién del avance de la osificacién.
Se divide en cuatro subcapitulos: craneo, columna vertebral, miembro anterior
y miembro posterior. Al principio de cada subcapitulo se detalla el proceso de
osificacién del esqueleto de Pelobates cultripes: se relacionan todos los
centros de osificacién de cada hueso y la secuencia en que inician su
mineralizacién todos los centros; el estadio de desarrollo y la edad -en dias
0 afflos- a que se produce cada acontecimiento; las alteraciones detectadas
respecto a la secuencia modal, y por Gltimo, los porcentajes de distintos

tipos de malformaciones en renacuajos y adultos. A continuacién se resefian
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las diferencias que presenta el desarrollo del esqueleto de Pelodytes
punctatus y las otras especies de la familia Pelobatidae. Finalmente, se
recopilan los datos dispersos en la bibliografia sobre osificacién de otros

anuros vivientes y fésiles.

La informacién que se ofrece sobre las dos familias estudiadas es
original en su mayor parte. Mientras que la 1literatura revisada sobre
osificacién y condrificacién del esqueleto de los anuros es extremadamente
variada en contenido, calidad y enfoque, con el agravante de que hasta la
década de los cincuenta no se generalizé la estandarizacién de las etapas de
la fase larvaria y que sélo en la década de los ochenta se ha optado
decididamente por la tabla de Gosner (1960) en los estudios comparados. En el
intervalo, se han wutilizado tablas de desarrollo especificas, cuyas

equivalencias con la de Gosner son tediosas de establecer caso por caso.




2. MATERIALES, TECNICAS ANALITICAS Y NETODOLOGIA
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2.1. MATERIALES

En total se han utilizado para este estudio 195 renacuajos de P.
cultripes, 43 de P, varaldii, 9 de B. fuscus, 161 de Pelodytes punctatus y 227
ejemplares juveniles y adultos de distintas especies de Pelobatidos,
Peloditidos y Megéfridos, cuyos numeros de coleﬁcién y tipo de maripulacién a

que fueron sometidos se resefian en el apéndice I.

La mayoria del material fue capturado personal y expresamente para esta

tesis.

Los renacuajos fueron clasificados atendiendo a su estado de desarrollo
en 22 clases distintas correspondientes a los estadios 25 a 46 de la tabla de
Gosner (1960), desde que el renacuajo comienza a alimentarse hasta que se
completa la reabsorcién de la cola. En la figura 4 se muestran las

caracteristicas que identifican cada estadio de desarrollo.

En cada aspecto del desarrollo se ha utilizado un nimero variable de
renacuajos, cuya cantidad se especifica en cada caso, bien parque la tincién
no era éptima, bien porque la estructura en cuestién no se habia desarrollado
todavia o se habia perdido durante el proceso de tincién, 0 ya sea porque se
consideré que no habia variabilidad que justificara estudiar con detalle todos

los ejemplares disponibles de cada estadio de Gosner.

Para algunos tratamientos posteriores, los juveniles y adultos del
género Pelobates se clasificaron en grupos de edad. El ndmero de afios se

determiné por métodos esqueletocronolégicos (Smirina, 1972; Castanet, 1975),

la mayoria de los esqueletos adultos fueron desarticulados. Previamente
se disecé un miembro anterior a nivel de la hemicintura escapular y uno
posterior a nivel de la articulacién de la tibiofibula con el tibialfibular y
se sometieron a doble tincién para cartilago y hueso; la otra mano disecada a
nivel de la mufieca y el otro pie disecado a nivel de la articulacién del
tibialfibular con el resto del tarso, se sometieron sélo a tincién ésea. Esto
se hizo asi porque el estudio detallado del carpo, tarso y cintura escapular

no es posible en esqueletos desarticulados.
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2.2. TECFRICAS DE NUESTREO

El trabajo de campo consistié en la captura de ejemplares juveniles y
adultos y en muestreos periédicos de una charca para obtener renacuajos de
todos los estadios de desarrollo, determinar la duracién del periodo larvario

y la estructura de la poblacién.

La captura de juveniles y adultos se realizé mediante recorridos
nocturnos en coche a poca velocidad (10-15 Km/h) en noches de lluvia, a
través de biotopos adecuados, resultando mas fructiferas las primeras semanas
de lluvia intensa de otofio y primavera asi como los recorridos a pie por las
orillas de las charcas de reproducciéon. En este dltimo caso sélo se obtuvieron
adultos, y con el primer método se consiguieron ademéds individuos que no

habian alcanzado todavia la madurez sexual.

Los ejemplares en los Gltimos estadios de la ‘metamorfosis, que ya
habian abandonado el agua, y los recién metamorfoseados se 1localizaban
facilmente bajo pledras en las proximidades de las charcas. En sitios con
pocas piedras se ocultaban en las grietas del barro cuarteado; en este caso,
cuando se observaba en una grieta tierra removida, se escarbaba con un palito
o con el dedo hasta que la humedad era la adecuada y empezaban a aparecer los

sapitos. Por lo general habia més de uno en cada escondrijo.

Estos ejemplares eran traslados vivoes al laboratorio y, una vez

pesados, se congelaron a -20°C.

Para la obtencién de renacuajos se utilizaron salabres de 34 a 45 cm de
diametro, con una red de pesca incorporada de 2,5 mm de abertura de malla.
De pie dentro de la charca, o desde la orilla, se pasa la manga en un sentido
y otro dos o tres veces, proxima al fondo y entre la vegetacién de la orilla
-cuando la bay-, antes de sacarla fuera. Después de separar los renacuajos de
los restos de vegetacién y barro arrastrados con ellos, la muestra se fija en
formalina al 4% tamponada con 0,5 g de carbonato magnésico por litro, para

evitar la descalcificacién de los huesos.

Las puestas se localizan a simple vista en las orillas de la charca, a
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poca profundidad. La que se empleé en los experimentos fue trasladada al

laboratorio ‘en agua de la propia charca.

.La charca de donde proceden la mayor parte de los ‘renacuajos de P.
cultripes estd situada en San Agustin de Guadalix (Madrid) a 402 41' de
latitud N y 32 37' de longitud VW, y a 684 m sobre el nivel del mar. Es una
excavacién artificial sobre el cauce de un pequefioc arroyo estacional,
efectuada para que el ganado vacuno d‘isponga de agua hasta comienzos del
verano. Cuando se encuentra al mé&ximo de su capacidad, en diciembre y enero,
mide 6.45 x 16.74 m y tiene una profundidad méxima de 0.90 m.

Fue visitada desde el afio 82 al 86, cada temporada con mayor asiduidad
que la anterior. El Gltimo afio se muestreé semanalmente durante los meses de
febrero a Jjulio, hasta que se secé. A los renacuajos obtenidos se 1les
determiné el estadio de desarrollo, siguiendo la tabla de Gosner (1960). Se
seleccionaron al azar 10 individuos de cada estadio bara los estudios de
crecimiento en condiciones naturales. Posteriormente, estos mismos ejemplares

se utilizaron para describir el desarrollo del esqueleto.
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2.3. TECKNICAS HISTOLOGICAS

2.3.1. Tinciones de cartilago y hueso

Se han wutilizado dos técnicas distintas de tincién de esqueletos
articulados. En la primera se tific el hueso con alizarina roja S y el
cartilago con azul de alcian 8GX (Simons & Horn, 1971; Vassersug, 1976;
Dinkerkus & Uhler, 1977), y en la segunda sélo se colored el hueso con

alizarina roja S (Taylor, 1967).

El azul de alcian se une especificamente a los mucopolisacéridos &cidos
de la sustancia fundamental del cartilago (Simons & Horn, 1971; Dinkerkus &
Uhler, 1977), y la alizarina se asocia con las sales calcicas del hueso

(Locquin & Langeron, 1985).

Practicamente en <cada uno de 1los pasos se han introducido

modificaciones no publicadas, por ello paso a detallarlas aqui.

Las primeras manipulaciones son comunes a los dos procedimientos, y

son.

Fijacion. En formalina al 4% tamponada con 0.5 g de carbonato magnésico
((CO=Mg)aMg (HO)=.5H=z0, aprox.) por cada litro de solucién, al menos durante
dos dias. También es posible utilizar material de colecciones conservado en
metanocl o etanol de 60-702, pero hay que dejarlo en formalina algunos dias
antes de empezar y en este caso la transparencia de las masas musculares gque
se consigue no es tan buena como cuando el material ha sido fijado vy

conservado en formalina desde el primer momento.

Evisceracion. Retirar la piel del especimen. Cuando se van a tefiir
ejemplares completos, es preciso extraer también la totalidad de las visceras
y los ojos, asi como los tejidos conjuntivos fuertemente pigmentados que luego

ocultaran las estructuras sobre las que se encuentran.

Lavado. Sumergir el ejemplar en abundante agua del grifo, cambiédndola al
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menos dos veces, durante 12 horas. La utilizacién de agua templada acelera el
proceso. Si ‘el ejemplar presenta abundante pigmentacién oscura bajo la piel,
es preciso sumergirlo en una solucién de agua oxigenada al 3% durante 2 o 3
horas en estufa a 302C para blanquear los pigmentos. Lavar con agua del grifo
y depositarlo en bafios sucesivos de agua desionizada cada 2 horas, tres o

cuatro veces.

A partir de aqui el proceso difiere segin se vaya a realizar una tincién

doble (cartilago-hueso) o sencilla (hueso).

Si se va a proceder a una tincién doble del sistema esquelético, se

comienza por:

Tincién del cartilago. Se seca el exceso de agua del ejemplar con papel
de filtro y se introduce, junto con su nimero grabado en cinta plastica, en
una solucién tefiidora constituida por 15 mg de azul de alcian 8GX, 70 ml de
etanol absoluto y 30 ml de acido acético glacial. Si el proceso se realiza en
estufa a 302C requiere unas 12-14 horas; a temperatura ambiente puede
necesitar més de 24 horas, depende del tamafio del ejemplar y del tiempo que.
baya permanecido en liquidos conservadores. Los mejores resultados se
obtienen con especimenes fijados y conser“vados exprofeso para la utilizacién
de esta técnica. Es muy importante no dejar el ejemplar en la solucién
tefiidora mas tiempo del necesario, pues en este caso también se tifie de azul
la musculatura, haciendo préacticamente imposible conseguir que transparente

después.

Fijacion de la tincién. Se realiza por deshidratacién completa en etanol
absoluto, secando el ejemplar previamente con papel de filtro. Hay que cambiar
el etanol por lo menos una vez o mas, hasta que deje de virar a color azulado
con el paso de las horas. Debe estar en etanol al menos dos dias. Es
importante que la deshidrataciéon sea completa para evitar que el colorante
destifia y se difunda por todas las estructuras. En caso de necesidad, el
proceso de tincién puede interrumpirse en este momento durante varias

semanas.

Transparentacién. Primero se procede a la rehidratacién del ejemplar,
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pasédndolo por una serie de bafios de etanol de concentracién decreciente (752,
502, 252) hasta agua desionizada, donde debe permanecer unas dos horas. Los
ejemplares més pequefios pueden transferirse a alcohol de 502 y al agua
directamente; los mayores pueden requerir hasta dos o tres horas en cada
paso. Seguidamente, sumergir el especimen en una solucién enzimética elaborada
con 30 ml de agua saturada con borax <(tetraborato sédico, NazBa0-.10Hz0>, 70
ml de agua desionizada y 1 g de tripsina, en estufa a 302C. Dejar el ejemplar
en este bafio hasta que los tejidos estén suficientemente macerados -el cuerpo
parece goma al levantarlo con pinzas y los huesos son visibles a través de
los tejidos-, cambiando la solucién cada dos o tres dias, o mas frecuentemente
si toma un color azulado o huele a podrido. Es importante sacar el material a

tiempo, pues de lo contrario se descompondria en fragmentos.

Tincién del bueso. Se introduce el ejemplar en una disolucién de
hidréxido potasico (KOH) al 1.5%, a la que se ha afiadido 1 ml de solucién
teflidora por cada 100 ml. La solucién tefiidora se elabora con: 5 ml de acido
acético, 10 ml de glicerina, 60 ml de solucién del hidrato de cloral al 1% y

se satura con alizarina roja S.

Se mantiene el ejemplar sumergido hasta que los huesos se colorean de
rojo. El proceso dura menos de 24 horas y se debe interrumpir cuanto antes.
Si antes de llegar a este paso el ejemplar ha macerado en exceso, se utilizan

disoluciones menores de KOH -hasta del 0.5%-.

Acabado del proceso de transparentacién. Pasar a la solucién
constituida por: 20 partes de glicerina, 3 partes de KOH al 4% y 77 partes de
agua desionizada. Si el ejemplar se encuentra perfectamente transparentado

este paso no es necesario.

Preparacién para el almacenaje. Transferir a una mezcla de 40 partes de
glicerina y 60 partes de etanol de 652. Dejar el ejemplar alli hasta que suba
a la superfice; requiere dos o tres dias a temperatura ambiente y de 6 a 12

horas a 302C, dependiendo del volumen.

Seguidamente, pasar a 70 partes de glicerina y 30 partes de etanol de
¢}

o
652. Mantenerlo aqui hasta que A flote: dos-tres dias. Se acelera con 1la



temperatura.
no
Finalmente, pasar a glicerina pura. Dejarlo hasta que | suba a la

superfice: un dia. Se acelera con la temperatura.

Almacenaje. Cambiar la glicerina y afiadir un cristal de timol para

evitar el crecimiento de mohos y bacterias.

Si Unicamente va a procederse a la tincién del hueso, se continta el
proceso en la fase de transparentacién sin pasar por los bafios decrecientes
de alcohol -porque el ejemplar se encontraria totalmente hidratado- y se
ejecutan todos los pasos siguientes de la manera ya ~descrita hasta el

almacenamiento final en glicerina.

Con estos métodos de preparacién se evitan 1los problemas de
interpretacién derivados de la reconstruccién a partir de material seccionado

serialmente.

Los ejemplares se examinaron a la lupa binocular varias veces. De cada
uno, se anotaron todas las plezas tefiidas con alizarina del créneo, la columna
vertebral, los miembros anteriores y posteriores y sus respectivas cinturas.
En los estadios de desarrollo més tempranos se apuntéron también todos los

elementos diferenciados por el azul de alcian en los miembros.

De cada estadio de desarrollo se efectuaron dibujos, con una cémara
clara Wild Heerbrugg typ. 308700, y fotos, al menos en norma dorsal, del
estado de osificacién y/o condrificacién de los cuatro segmentos en que hemos
dividido el esqueleto. Y también, del carpo y del tarso de juveniles y adultos

de distintos tamafios.

2.3.2. Preparaciéon de esqueletos desarticulados

Para la preparacién de esqueletos desarticulados se siguieron dos

procedimientos, .segin el material fuera fresco o hubiera estado conservado en
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alcohol o formol.

Los ejemplares frescos, después de retirarles la piel, las visceras y
los ojos y de enmsartar un hilo de nylon de pescar a través de todas las
vértebras, se introducen enteros en frascos de cristal llenos de agua en sus
dos terceras partes y se cierran herméticamente. Se colocan en estufa a 40°C
y se dejan macerar agitando enérgicamente cada doce horas. El tiempo que
tardan en pudrirse varia entre dos y siete dias. Una vez se observan en el
fondo del frasco todos los huesos desarticulados y restos de tejidos, se
vierte el contenido sobre un tamiz de 05 mm o 0.1 mm de luz, segin el tamafio
del ejemplar y se procede a un concienzudo lavado con agua del grifo. Se
vuelven a introducir los huesos, ya separados de los restos, en el frasco y se
aflade una solucién de agua oxigenada al 3% dejandola actuar desde unos
minutos hasta media hora, dependiendo nuevamente del tamafio, con objeto de
desengrasar, blanquear y desinfectar los huesos. Nuevamente se lava con
abundante agua, y se dejan secar completamente sobre papel de filtro, desde

donde se introducen en las cajitas de almacenaje hasta su posterior estudio.

Los ejemplares procedentes de colecciones de museo que han permanecido
largo tiempo en soluciones de alcohol o formol, después de retirarles la piel,
las visceras y los paquetes musculares mas importantes de los miembros, se
introducen en una disolucién de KOH al 4% en estufa a 40°C. El proceso debe
vigilarse muy de cerca, ya que necesita ser interrumpidc antes de que los
huesos estén completamente limpios, pues ello significa que el KOH bha
comenzado a deteriorarlos. Se lavan con abundante agua corriente y se
terminan de limpiar a la lupa con pinzas; en este supuesto no es
imprescindible desinfectar con agua oxigenada. Posteriormente, se secan y

almacenan como en el caso anterior.

2.3.3. Técnicas de esqueletocronologia

La determinacién de la edad de los ejemplares postmetamérficos del
género Pelobates se realizé contando el nimero de lineas hematoxinéfilas de
detencién del crecimiento -LAC, en francés- en cortes transversales de fémur,

previamente descalcificados con &cido nitrico (NO=H) al 5%, siguiendo las



técnicas publicadas por Smirina (1972) y Castanet (1975; 1981)..

Estas marcas histolégicas representan paradas momentaneas de la
osteogénesis. Son siempre de espesor muy débil (10-15 um méximo),
translucidas, mas refringentes y méas croméfilas que el resto del tejido éseo
(Castanet, 1987). Estan constituidas por una yuxtaposicién Dbastante
desordenada y mé&s o menos linear de fibras de colageno. La menor organizacion
estructural del hueso explica en gran parte que el mineral y la sustancia
fundamental estén ligeramente m4s concentradas a su nivel: este aspecto fisico
asi como las propledades quimicas particulares adquiridas por una superficie
6sea en parada de crecimiento, originan las propiedades hematoxinéfilas de las
lineas cimentantes (Castanet, 1981). No se tiflen con colorantes especificos
para el colégeno. Se consideran baséfilas pues son fuertemente positivas al
reactivo de Shiff, aunque no se ha realizado ningin estudio especifico para

probarlo (Castanet, 1981).

Se procede a continuacién a la descripcién de algunas modificaciones
introducidas en nuestro trabajo, respecto a las técnicas de los autores

mencionados.

Los fémures utilizados procedian de esqueletos desarticulados por los
procedimientos expuestos anteriormente. Tentativas previas nos demostraron
que las lineas cimentantes se ponen de manifiesto incluso en los huesos de
anuros procedentes de egagropilas de lechuza (Iyto alba), después de haber
pasado por el estémago del ave, y de haber estado en el campo a la intemperie
durante afios. ‘Por tanto, no es necesario fijar previamente el material en
Bouin o etanol de 702, como aconsejan los autores anteriormente citados y

como nosotros mismos hicimos al comienzo del trabajo.

Descalcificar. Los fémures secos se introducen en un solucién abundante
de é&cido nitrico al 5% entre % y 2 horas, hasta que puedan ser atravesados
facilmente por un alfiler entomolégico. Si el hueso es muy grueso, se cambia
la solucién una o dos veces. Se lava en agua del grifo durante 12 horas,

renovandola con frecuencia y se fija en etanol de 709.

Cortar. Con microtomo de congelacién a 20 p de espesor.
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Tefiir. En un porta excavado con varias gotas de hematoxilina de Ehrlich
durante 20-35 min, segin el grado de madurez del tinte. La hematoxilina se
preparé mezclando: 50 ml de agua destilada, 50 ml de etanol absoluto, 50 ml
de glicerina, 5 ml de &cido acético glacial, 1 g de hematoxilina y afiadiendo
sulfato aluminico potasico ((SOa)= AlK. 12Hz0) hasta la saturacién. Se deja
madurar por lo menos un mes y se filtra antes de su utilizacién. Mientras més

tiempo lleva preparada, menos minutos necesita para tefiir.

Lavar. Con agua desionizada, cambiando los cortes de un pocillo a otro

por lo menos una vez.

Nontar. Los cortes ya hidratados entre porta y cubre con glicerol-

gelatina de Merck.

De cada individuo se ‘montaron entre 15 y 20 cortes de la diafisis del
fémur izquierdo. Después de estudiar cada corte al microscopio, se seleccioné
el mejor y se realizé una fotografia en blanco y negro del mismo. Todas las
fotos fueron realizadas con el mismo objetivo y reveladas con la misma
ampliacién. Las fotografias permitieron comparar unas poblaciones con otras,
realizar medidas sobre ellas y comprobar si la primera linea de detencién del

crecimiento habia sido completamente reabsorbida.

En los cortes transversales de huesos largos de anfibios adultos se
observan dos estructuras éseas: un anillo exterior de origen pericondral, que
crece en grosor por aposicién de capas desde el exterior y en el que se
encuentran las lineas de detencién del crecimiento, y un anillo interno, de
origen endocondral, de crecimiento centripeto hacia el interior de la médula,
en el que también se aprecian lineas hematoxinéfilas mucho més préximas entre
si y dificiles de contar. El limite entre ambos tipos de hueso lo sefiala la
linea de reabsorcién; se tifie con hematoxilina més intensamente que todas las

deméas y presenta un perfil irregular (Castanet, 1975).

Antes de que comience la formacién de hueso endocondral, se produce
reabsorcién en la parte interna del anillo pericondral. Este proceso es de

distinta intensidad segin las especies y las poblaciones (Hemelaar, 1981;



Esteban & ©Sanchiz, 1986). En el peor de los casos se ha comprobado la

desaparicion completa de la primera linea y parte de la segunda en Rana

temporaris (Smirina, 1972).

Para averiguar si en un adulto ha desaparecido completamente la primera
linea, hemos superpuesto la fotografia de su corte sobre una de un juvenil con
una sola linea y hemos comparado los perimetros de la primera linea de ambos
a contraluz. Si en el adulto la primera linea que se aprecia -completa o
parcialmente reabsorbida- es de didmetro semejante al de la dnica linea del
juvenil, suponemos que dicha linea es la primera; en cambio, si su diametro es
mucho mayor, hemos considerado que la primera linea se ha reabsorbido

completamente y que, en realidad, la primera que vemos es la segunda.

El error en la determinacién de la edad lo hemos calculado realizando
examenes sucesivos de la misma preparacién, separados por periodos de tiempo
de mas de una semana. Si al tercer repaso no se habia detectado ninguna
diferencia en la determinacién del nimero de lineas, la edad se daba por
buena; si habia diferencias, se repetian las observaciones hasta conseguir
tres resultados iguales seguidos; si en el décimo examen no se habia llegado a
un compromiso, se aceptaba la edad modal y se establecia como error el rango

de los tres Gltimos resultados.
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2.4. PROTOCOLO DE LOS EXPERIMENTOS DE CRECINIENTO Y DESARROLLO
LARVARIO

2.4.1. Experimento para determinar la temperatura optima de

crecimiento

Se prepararon tres acuarios de 9 litros de capacidad con 27 renacuajos
cada uno (densidad = 3 renacuajos/litra). Sustrato arenoso con rocas
calcareas; pH = 7,4. Todos los renacuajos procedian de la misma puesta y se
encontraban en estadios de desarrollo alrededor del 30 de la tabla de Gosner.
Fueron elegidos al azar de un acuario a temperatura ambiente donde se habia
depositado una puesta recogida en San Agustin de Guadalix (Madrid). Se les
alimenté con lechuga fresca ad libitum. Mediante un calentador con termostato
se mantuvo constante la temperatura del agua de cada acuario a 25, 28 y 31¢C,
respectivamente. A intervalos regulares se midié el peso total de los
renacuajos de cada acuario en balanza de precisién, con una aproximacién de
0.001 g. A los 18 dias se dio por terminado el experimento al aparecer los

primeros individuos en metamorfosis.

2.4.2. Experinento para determinar la edad a que se alcanza cada
estadio de desarrollo a temperatura éptima

Dos grupos de renacuajos, de cuatro ejemplares cada unoc y procedentes
de la misma puesta, fueron criados en laboratorio a temperatura éptima y a

temperatura ambiente, respectivamente.

Los acuarios tenian una capacidad de 28 litros (densidad = 1 renacuajo/
7 litros) para que el agua no tuviera que ser cambiada a lo largo de todo el
experimento. Los ejemplares fueron alimentados con hojas de lechuga cruda ad
libitum y pienso compuesto para truchas. Se introdujo en el recipiente una
pledra caliza y se les sometié al ciclo natural de luminosidad. Cada renacuajo
fue examinado diariamente a 1la misma hora, anotédndose su estadio de
desarrollo (Gosner, 1960), su longitud cabeza + cuerpo, su longitud total y 1la

"temperatura méxima y minima del agua desde el dia anterior.
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2.5, DEFIFNICION DE LA BIOMETRIA EXTERNA

25.1. Nedidas externas de renacuajos

En norma lateral (figura 5) y estableciendo como eje de orientacién el
que pasa entre el extremo més anterior del hocico y el extremo de la cola, se

realizaron dos medidas paralelas a dicho eje:

LCC: Longitud cabeza + cuerpo. Distancia entre el extremo mas anterior del

hocico y el punto més posterior de la pieza cloacal.

LT: Longitud total. Distancia entre el extremo més anterior del hocico y el

extremo de la cola.

Se midieron todos los renacuajos antes de ser tefiidos. Las medidas se
efectuaron con la ayuda de un micrémetro digital Nikon measurescope 10 con

precisién 0.001 mm, redondeéindose a la centésima de milimetro méas proxima.

Figura 5.- Medidas externas efectuadas sobre renacuajos. LCC, longitud

cabeza + cuerpo, y LT, longitud total.



25.2. Nedidas externas de adultos

Los ejemplares se midieron en fresco, recién sacrificados o recién
descongelados. Sélo se midieron conservados en alcohol los procedentes de

Museos.

Se definieron las medlidas seflaladas en la figura 6. La mayoria se
tomaron con calibre Mitutoyo (precisién 0.05 mm), excepto LCC <(con regla,
precisién 0.5 mm), TMA y TML <{(con micrémetro digital, precisién 0.001 mm,
redondeando a la centésima de mm méas préxima) y PESO (con balanza Mettler PE

160, precisén 0.001 g>.

LCC: Longitud cabeza + cuerpo. Distancia entre el extremo més anterior del
hocico y el final del animal, medida sobre regla con tope en el cerc y .
presionando el ejemplar ligeramente contra ella, sefialando el extremo

posterior sobre la regla con un compas de puntas finas.

AC: Anchura de la cabeza, al nivel de la articulacién de la mandibula inferior

con la superior.

NA: Longitud del miembro anterior, desde el arranque del brazo por su parte

anterior hasta el final del 32 dedo.

NP: Longitud del miembro posterior. Con la pata extendida al méximo, desde el

punto medio de la cloaca hasta el final del dedo méas largo.

F: Longitud del fémur. Con las articulaciones flexionadas en &angulo recto,
desde el punto medio de la cloaca hasta la articulacién del fémur con la

tibio-fibula.

T: Longitud de la tibia, con las articulaciones flexionadas en é&ngulo recto,
desde la articulacién del fémur con la tibio-fibula hasta la articulacién de

ésta con el tibialfibular.

PIE: Longitud del pie, con las articulaciones de la pata flexionadas en &ngulo

recto, desde la articulacién del tibialfibular con el resto del tarso hasta el
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Figura 6 .- Medidas externas efectuadas sobre adultos.



extremo del 42 dedo, que es el mas largo.

10: Distancia minima entre los globos oculares.

DN: Distancia minima entre las narinas.

NO: Distancia minima entre la narina y el globo ocular.
DO: Didmetro del globo ocular.

THL: Longitud del tubérculo metatarsiano, por su cara dorsal, al nivel del

borde de la espuela, medida con micrémetro digital.

THA: Altura méxzima de la espuela, ortogonal al eje longitudinal de la misma,

medida con micrémetro digital.

Se tomaron estas medidas sobre todos los ejemplares del género
Pelobates cuyo nimero de coleccién aparece seguido de (ME) en el apéndice I;

en las restantes especies sélo se consideré la variable LCC.
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2.6. ARALISIS ESTADISTICOS

En primer lugar, se realizé wuna descripcién bésica de las
caracteristicas de las variables, considerando su media (X), su desviacién
tipica (s), el numero de casos examinados (n) y los valores maximos y minimos
detectados. A partir de estos datos, y sélo cuando se consideré necesario para
las representaciones graficas, se calcularon también los limites de confianza
de la media al 95%.

El tipo de distribucién de las variables -si eran normales o né- se
determiné con el programa Microstat, en un ordenador personal AT compatible
con IBM, Ataio Comet 11.5.

La comparacién de los valores medios de una variable con distribucién
normal (p. e., LCC o cualquier otra variable métrica con distribucién continua)
entre dos poblaciones, se realizé con un test de la t de Student para
varianzas separadas, siendo la hipétesis nula (Ho) que las dos muestras

proceden de la misma poblacién y, por tanto, tienen la misma media.

Cuando las variables a comparar no presentaban una distribucién normal
(p.e., la edad) se utilizé el test de la U de Mann-Vitney, siendo la hipétesis
nula que las dos muestras provienen de poblaciones que siguen el mismo tipo
de distribucién.

Para determinar la existencia de asoclacién entre dos variables cuando
una de ellas no se distribuia normalemente (p. e.,, la edad y el tamafio)
utilizamos el coeficiente de correlacion ordenada de Spearman, comprobando si
la hipotesis nula re<{0 se podia rechazar con un nivel de significacién del
95% (P<0.05), del 99% (P<0.01), o del 99.9% (P<0.00L).

Los célculos se realizaron con la ayuda de los programas de la serie
BMDP, en el Centro de Céalculo del Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
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3.1. TRABAJOS PRELININARES

3. 1. 1. Pelobates cultripes. TEMPERATURA OPTINA DE CRECIMIENTO
LARVARIO

La temperatura o6ptima de crecimiento larvario de Pelobateg cultripes es
aproximadamente de 282C (Talavera & Sanchiz, 1985). En las figuras 7 y 8 y en
la tabla 1 puede verse que el peso medio por renacuajo y el porcentaje de
incremento de peso es mayor a 28°C que a las otras dos temperaturas

estudiadas -25°C y 319C-, y simétrico respecto a ellas.

A los 18 dias de iniciado el experimento <(en el estadio 30 de
desarrollo de la tabla de Gosner) los primeros renacuajos alcanzaron el
climax metamérfico (estadio 42) en el acuario a 28°C. Los incrementos de peso
a 26°2C son aceptables y los renacuajos llegan a completar la metamorfosis a
esa temperatura; mientras que en el acuario a 319, después de 30 dias, ningun
individuo habia superado el estadio 36. Por tanto, el rango de temperaturas
que seleccionaria P. cultiripes incluiria los 2‘590, pero no llegaria a los 31C.

Este resultado se encuentra en el rango de temperaturas seleccionadas
por Pelobates fuscus: 25,1 - 28,62C (Rihmekorf, 1958), situdndose préximo a
su extremo superior. Se incluye igualmente en los rangos de temperaturas
preferidos por Bombina variegata, Bufo bufo y Rana esculepta (Rihmekorf,
1958); queda por encima de los rangos de Alytes muletensis (Kadel & Hemmer,
1984; Martens, 1984), Alytes obstetricans, Hyla arborea, Rana temporaria y R.
arvalis (Rihmekorf, 1958), y por debajo de las temperaturas preferidas por
Bufo calamita y B. viridis (Rihmekorf, 1958).
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Peso medio
por renacuajo
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Figura 7.- Pelobates cultripes. Peso medio (mg) por renacuajo, en los

acuarios a 25, 28 y 319C.
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Figura 8.- Pelobates cultripes. Porcentaje de incremento de peso sobre el
peso medio inicial de cada renacuajo a 25, 28 y 31¢eC.
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Tabla 1.- Peso medio (mg) por renacuajo y parcentaje de incremento sobre el

peso 1inicial en renacuajos de Pelobates cultripes criados en el
laboratoric a tres temperaturas distintas.
230¢C 280¢C jtec
"“Bi-; ..... ; ----- I.’;;;";edio por 1 Apeso ; ------- ;;;;-nedio par  %Apeso n ;;;o nedio-;;; 1Apeso
renacuajo (ag) renacuajo {(ag) renacuajo (mg)
0 27 614,07 0.00 26 659.23 0.00 28 593.57 0.00
7 27 792,96 29.13 23 1154.35 75. 11 28 713.21 20.16
i 27 857.41 39.62 e --- 27 857.41 44,45
14 -- --- -- 23 1268.26 92.38 -- -- -~
18 27 1100.37 79.19 23 1350. 00 104.78 26 958,85 61.54
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3.1.2. Pelobates cultripes. EDAD A QUE SE ALCARZA CADA ESTADIO DE
DESARROLLO DEL PERIODO LARVARIO A TEMPERATURA OPTIMA

En la tabla 2 se resefia la edad media en que Pelobates culiripes
alcanza cada estadio de Gosner (1960) cuando la temperatura del agua se
mantiene constante a 282C. A dicha temperatura la duracién media del periodo
larvario -entendiendo como tal el comprendido entre los estadios 25 y 46- es
de 33,33 dias. Los valores extremos registrados en renacuajos procedentes de
la misma puesta fueron de 30 y 36 dias. La edad a que se alcanza cada estadio
se utilizaré posteriormente en la elaboraciéon de los indices de osificacién de

la especie a lo largo del desarrollo.

En la tabla 3 se muestran las duraciones medias de cada estadio de
desarrollo (Gosner, 1960) a temperatura o6ptima. Es de destacar la enorme
variacion entre unos y otros. Algunos como el 25, 32, 33 y 39 transcurren en
menos de un dia; mientras el 36 y 37 duran tres o m4s de cuatro dias,

respectivamente.

La figura 9 presenta el porcentaje de tiempo del desarrollo larvario

que emplea cada estadioc. A temperatura éptima, Pelobates cultripes permanece
casi el 14% del tiempo en el estadio 37; cuando la temperatura del agua se

mantiene constante, este estadio es, con diferencia, el més largo de todos.
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Tabla 2.- Pelobates cultripes. A temperatura é6ptima de crecimiento, edad media
a que se alcanza cada estadio de desarrollo (Gosner, 1960) del periodo

larvario.
Estadio Gosner Edad media Edad minima Edad mdxima
(dias) (dias) (dias)
"""" s o o T

26 1.00 1 1
27 2.00 2 2
28 3.50 2 4
29 4,75 4 &
30 6.50 S <]
31 B8.00 b 10
32 9.62 8 12
33 10.37 9 13
34 11.2 10 14
35 12,258 11 15
36 13.75 12 17
37 16.75 14 21
3 21.25 18 24
39 22.87 20 26
40 24,75 21 27
41 25.79 22 28
42 27.75 24 30
43 29.00 26 31
44 31.00 27 34
45 32.33 29 35

46 33.33 30 36
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Tabla 3.- Pelobates culiripes. A 282C, duracién media de cada estadio de
Gosner (1860) y porcentaje de tiempo del desarrollo larvario que emplea

cada estadio.

Estadio Gosner Duracién media Duracién minima Duracién maxima 7. de tiempo sobre

(dias) (dias) (dias) la duracién total
del desarrollo
larvario
""" s« T

26 1.00 1 1 2.09
27 1.50 1 2 4.64
28 1.25 1 2 .87
29 1.75 1 2 95.41
20 1.50 1 L2 4.64
31 1.62 0.5 2 5.01
32 0.75 0.5 1 2.32
33  0.88 0.5 1 2.72
X4 1.00 1 1 3. 09
35 1.50 1 2 4,64
36 3.00 2 4 2.28
37 4,50 3 6 13.92
28 2.62 2 2 8.10
9 0.88 0.5 1 2.72
40 1.00 1 1 3.09
41 2.00 2 2 6.19
42 1.25 1 2 3.87
43 2.00 | 1 3 6.19
44 1.33 1 2 4.11

45 1.00 1 1 3.09
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Pelobates cultripes. A temperatura optima, porcentaje de tiempo

que emplea cada estadio de Gosnmer (1960) del total del desarrollo

larvario.
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3. 1. 3. TALLA EF CADA ESTADIO DE DESARROLLO DE Pelobates cultripes
Y Pelodytes punctatus

La tabla 4 muestra los estadisticos basicos, a cada estadio de Gosner
(1960, de la longitud cabeza + cuerpo (LCC) de Pelobates cultripes a lo largo
de su desarrollo larvario. Todos los renacuajos fueron colectados en la misma
charca (San Agustin de Guadalix, Madrid) entre los affos 1984 y 1986. La LCC
méxima se alcanza en el estadio 39 y es ligeramente superior a 30 mm. Se
observa una disminucién progresiva de esta variable durante los estadios 39 -
41 y la primera mitad de la metamorfosis (estadios 42 y 43). En nuestra
muestra alcanza su valor minimo en el estadio 44, en el cual el acortamiento

medio de la longitud cabeza + cuerpo respecto al estadio 39 es del 23.88%.

La fuerte disminucién de talla a lo largo de las ultimas fases del
.desarrollo larvario de los Pelobates cultripes procedentes del campo nos
obligé a efectuar comprobaciones en el laboratorio. Medimos diariamente ocho
renacuajos hermanos, cuatro criados a 282C y cuatro a temperatura ambiente.
Desde su valor méximo, los primeros experimentaron una disminucién de LCC del
22.03%, por término medio, y los segundos del 22.37%. Sus curvas de

crecimiento se representan en la figura 10.

Buena parte de la reduccién de LCC se explica por la reabsorcién de la
pieza cloacal durante los estadios 40 y 41. Otra parte, no cuantificada, se
debe a la aproximacién de unas vértebras a otras y al acortamiento de la
cabeza que hemos detectado en los ejemplares tefiidos y transparentados entre
los estadios 41 y 43.

Es probable que esta disminucién de los espacios intervertebrales sea
causada por el aumento de la concentracién de hormonas tiroideas durante la
metamorfosis. Segin Houdry & Beaumont (1985), entre otras muchas acciones,
estas hormonas provocan disminucién de volumen por deshidratacién y
fragmentacién en ciertas fibras musculares. Hasta nuestro conocimientc no ha
llegado ningun trabajo que mencione la aproximacién que experimentan las
vértebras de anuros durante la metamorfosis, por lo que sugerimos que se

debiera continuar en el futuro con este tipo de investigacién.



Tabla 4.- Pelobates cultripes. Renacuajos colectados en el campo. Estadisticos

basicos de la longitud cabeza + cuerpo (mm) a cada estadio de Gosner

(1960).
- valor valor
Estadio Gosner n % s minimo maximo
(mm) (mm) (mm) (mm)
"""" s 1 ser - - T
26 1 7.78 - - -
27 1 13.76 - - -
28 1 12. 68 - - -
29 1 14,56 - - -
30 9 15.53 1.31 13.67 17.56
31 10 18.84 3,09 11.51 22,00
32 10 20,71 1.95 16,60 23.03
33 10 21.39 2.22 16.58 24,49
34 10 23.86 2.03 19.56 26.85
35 10 24,66 2.99 19.78 28.68
36 10 27.83  3.57  21.80 31.95
37 9 29.12 2.64 25.68 34,01
38 8 28.94 2.56 26.55 32.91
39 9 30.36 2.36 27.33 35.00
40 8 28.85 2.62 25.55 33.56
41 10 25.19 1.33 23.19 27.90
42 10 23.94 1.49 21.89 26.89
43 9 23.19 0.86 22,867 23.58
44 10 23,11 0.57 22.24 24,01
435 10 25.78 2.22 21.58 28,30
46 10 24,07 1.97 21.46 28.75
18 sem. postm. 9 25.15 1.374 22.54 27.14

28 sem. postm. 1 28.57 - - -
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Figura 10.- Pelobates cultripes. Crecimiento en longitud cabeza + cuerpo (mm)

de ocho renacuajos entre los estadios de desarrollo (Gosner,
1660> 25 y 46. Cuatro fueron criados a temperatura éptima -282C-

y cuatro a temperatura ambiente.
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El tamafio medio de los P. cultripes al fin de la metamorfosis en la
localidad estudiada fue de 24.07 mm, y los valores extremos registrados 21.46
y 28.75 mm. '

Desafortunadamente, la imposibilidad de localizar una charca de
reproduccién de Pelodytes punctatus suficientemente cerca de nuestro domicilio
para muestrear con la asiduidad necesaria, nos obligé a utilizar en nuestros
estudios renacuajos criados en el laboratorio. En la tabla 5 se presentan los
estadisticos basicos de la LCC de esta especie a cada estadio de Gosner
(1960>. Nuevamente la talla méxima (17.06 mm) se alcanza en el estadio 39, y
durante la metamorfosis el cuerpo subre una reduccién progresiva de tamafio
del 15.13%, que alcanza su minimo en el estadio 44. A partir de este estadio
los metamérficos comienzan a alimentarse de presas animales vivas (gusanos

de harina que les eran ofrecidos diariamente).

El tamafio medio al fin de la metamorfosis fue de 13.77 mm, con valor

minimo registrado de 11.94 mm y méximo de 15.57 mm.

En la figura 11 se comparan los valores medios, intervalos de confianza
al 95%, y rango de LCC de Pelobates cultripes y Pelodytes punctatus. Estos
datos se utilizaran posteriormente en la elaboracién de las trayectorias
ontogenéticas de ambas especies, en el capitulo dedicado al desarrolla del

sistema esquelético.



Tabla 5.- Pelodytes punctatus. Renacuajos criados en el laboratorio.

Estadisticos basicos de la longitud cabeza + cuerpo (mm) a cada estadio

de Gosner (1860).

- valor valor
Estadioc Gosner n X s minimo maximo
(mm) {mm) (mm) (mm)
-____-;; __________________________________________________________________

26 3 5.52 0,32 4,99 5.98
27 4 6.98 0.51 6.31 7.56
28 6 8.26 0.80 6.93 .62
29 6 8.82 0.31 8.45 9.29
30 6 9.13 0.46 8.33 ?.91
31 ) 10.11 0.76 9.00 11.50
32 6 10,43 0.92 8.62 11,49
33 8 11.94 0.57 10.81 12,68
34 10 12.43 1.31 9.95 14.97
35 9 13.33 1.32 11.07 15.73
36 9 14.47 1.01 13.01 16.03
37 11 15.06 1.09 13.22 17.01
38 11 16.14 2.14 12.80 20.77
39 4 17.06 1.59 14,53 18.8B6
40 4 17.04 1.16 15.11 18.18
41 9 15.44 1.56 13.16 18.17
42 S 15.66 0.832 14.51 17.08
4% 8 15. 20 1.94 13.20 19.49
44 10 13.63 1.20 11.66 15.13
45 7 14.16 1.98 11.38 17.61
46 3 13.77 1.23 11.94 15.57

22 sem. postm. 10 16.30 1.17 15.00 19.00
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Figura 11.- Pelobateg cultripes y Pelodytes punctatus. Valores medios,
intervalos de confianza y rango de la longitud cabeza + cuerpo

(LCC) en mm, a cada estadio de Gosner (1960).
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3. 1. 4., ESTRUCTURA POR SEXOS Y EDADES DE LAS POBLACIORES
POSTNETAMORFICAS DEL GENERO Pelobates ANALIZADAS

3.1.4.1. Pelobates cultripes

De esta especie hemos estudiado dos poblaciones: una procedente de las
estribaciones de la sierra norte de Madrid, colectada a lo largo de todo el
afio en las carreteras y charcas alrededor de las localidades de El1 Berrueco
(925 m sobre el nivel del mar) y San Agustin de Guadalix (€84 m s.nm.), y
otra, capturada unicamente en la época de reproduccién, de Porto Covo
(Portugal) (K100 m s.n.m.) en la regién del Bajo Alentejo. La figura 12 muestra

la situacién geogréfica de ambas localidades.

Figura 12.- Situacién geografica de las principales localidades de muestreo

de Pelpbates cultripes y P. varaldii. 1, El Berrueco y San Agustin
de Guadalix (Madrid, Espafia). 2, Porto Covo (Bajo Alentejo,

Portugal). 3, Bosque de la Mamora (Kenitra, Marruecos).
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La poblacién de Madrid estaba compuesta de 41 individuos. De ellos, 10
eran sapitos recién metamorfoseados, 2 juveniles y el resto adultos: 15 machos

y 14 hembras.

La edad de los juveniles y adultos se determiné por métodos
esqueletocronolégicos. En la figura 13 se aprecia la estructura por sexos y

edades del material analizado.

La edad media de los machos fue 7.73 afios y la de las hembras 6.79
afios. La diferencia entre las edades medias de ambos sexos no resultd
significativa (test de la U de Mann-VWitney: mv = 15; n= = 14; U = 120; P =
0.5052).

La edad méxima detectada que alcanza esta especie en libertad es de 12
aflos (un macho). La hembra més vieja tenia 11 afios. En su conjunto, la
poblacién capturada se revelé muy longeva: el 58% de 1los ejemplares

capturados (18 individuos) tenia ocho o més afios.

De la poblacién de Porto Covo se determiné la edad de 15 ejemplares,
todos adultos (11 machos y 4 hembras). El histograma de frecuencias se

presenta en la figura 14.

La edad media de los machos fue 4.64 afios y la de las hembras 4.50. La
probabilidad de que ambas muestras pertenecieran a la misma poblacién resulté
igual a 1 (test de la U de Mann-Vitney: n» = 11; n= = 4; U = 22; P = 1.0000).
Por tanto, en esta localidad tampoco hay diferencias entre las edades medias

de ambos sexos.

El individuo més viejo de la poblaciéon portuguesa tenia 7 afios, y 1la

edad mejor representada fue la de cinco afios.

Las diferencias de longevidad entre ambas poblaciones de P. cultripes
son importantes. La desigualdad registrada entre las edades méximas de Madrid
y Porto Covo fue de cinco afios mas a favor de la primera localidad. La edad
media de la poblacién adulta madrilefla (excluidos los dos juveniles de un afio)

fue 7.28 afios y la de la portuguesa 4.60 afios. Las diferencias entre las
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Figura 13.- Pelgbates cultripes (Madrid). Histogramas de distribucién por

clases de edad de ambos sexos.
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Figura 14.- Pelobates cultripes (Porto Covo). Histogramas de distribucién por
clases de edad de ambos sexos.

medias de ambas poblaciones resultaron muy altamente significativas (test de
la U de Hann—Vitngy: ny = 29; n= = 15; U = 348; P = 0.0011).

En la poblacién de Madrid hemos podido constatar que la madurez sexual
se alcanza durante el segundo periodo de ﬁibernacién. Es imposible determinar
el sexo en individuos de un afio cumplido, y la asignacién a uno de los dos
grupos no ofrece ninguna duda en los sapos de dos afios. Este resultado
coincide con lo que cabia esperar de la lectura del patrén de lineas de
detencién del crecimiento (ver lamina I A y I D): a partir de la 22 linea, la
proximidad entre ellas aumenta considerablemente, reflejando la ralentizacién
del crecimiento que los vertebrados experimentan al alcanzar la madurez

sexual.
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Los patrones de lineas son distintos en ambas poblaciones. En la lamina

I mostramos una seleccién de cortes de fémur de la poblacién de Madrid:

A) Individuo juvenil de un afio de edad. El fémur muestra una importante
reabsorcién de hueso alrededor de la médula que afecta parcialmente a la 12

linea de detencidén del crecimiento; carece de hueso endosteal.

B) Macho de 6 afios en que la 12 linea ha desaparecido completamente por
reabsorcién; las 4 sigulentes son dobles, y la 62 no aparece porque fue
capturado al reiniciar su periodo de actividad (la cantidad de hueso
periférico después de la 52 linea, afladido a su fecha de captura -al principio
de la estacién reproductora; por tanto, recién despertado- nos obliga a
considerar que tiene un afio més, ya que la osteogénesis se inicia después de

que la actividad se ha reanudado {(Smirina, 1972).

C) Hembra de 11 afios. Primera linea reabsorbida; la mayoria de las restantes
lineas dobles. Hueso endosteal con lineas de detencién del crecimiento bien

marcadas.

D) Macho de 8 afios -la edad més abundante en la poblacién-. Primera linea
parcialmente reabsorbida; 32, 42 y 72 lineas dobles en la mayor parte de su

recorrido. Crecimiento importante entre la 12 y la 22 lineas.

Las caracteristicas distintivas de la poblacién madrilefia son las

siguientes:

- Las lineas de detencién del crecimiento estan muy bien marcadas, reflejando

un clima estacional contrastado.

- El porcentaje de individuos en que la determinacién de la edad results
dificil fue muy alto (51.61%). En el 32.26% puede haber error en un afio y en
el 19.35% en dos afios. Esto es debido fundamentalmente a tres factores:
desaparicién completa de la 12 linea; proximidad entre las Gltimas lineas -
debido a la gran longevidad-, y sobre todo, existencia de dobles ciclos de

actividad sélo algunos afios. Ver detalles en la tabla 6.



Lamina I.-

0.5mm

Pelobates cultripes (Madrid). Cortes transversales de diafisis

de fémur teriidos con hematoxilina de Ehrlich. A, juvenil
de un afio y tres meses. B, macho de seis afos. C, hembra
de once afios. D, macho de ocho afios. he, hueso endosteal;
lr, linea de reabsorcidén, 1, 12 linea de detencidn del creci-

miento, 2, 22 linea de detencidn del crecimiento.



Tabla 6.- Pelobates culiripes. Porcentaje de individuos de dos poblaciones
. (Madrid y Porto Covo) presentando distintos tipos de dificultades a la

hora de determinar

presentes.

Localided N 1 de indiv. de
determinacidn edad
dificil

numero exacto

% de individuos con la
13 linea completamente
reabsorbida

lineas hematoxinéfilas

% de individuos presentando

lineas dobles

16 (51,61%)

error en
Madrid 3 { afo

10 (32.26%)

10 (32.26%)

27 (87.10%)

100% lineas > SO0% lineas
dobles dobles

{ 501 lineas
dables

6 (19.25%) 6 (19.25%)

15 (48,390

3 (20.00%)

errar en

{ ano

Porto Covo 15

3 (20.00%)

2 (13,330

9 (60.00%)

1001 lineas 230% lineas
dobles dobles

{ 507 lineas
dobles

§ (26,670 2 (13.330)

3 (20.001)
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- La reabsorcién endosteal es importante; tiene lugar entre el fin de 1la
metamorfosis y la madurez sexual (22 afio. Ver en lamina I el individuo A de
un afio y tres meses de edad). Normalmente acarrea la destruccién parcial de
la 12 linea, que desaparece completamente en el 32.26% de los ejemplares

estudiados. Ver lamina I B.

- El porcentaje de individuos presentando lineas dobles es muy alto (87.10%):
El 19.25% presentaba todas las lineas dobles (l&mina I B); otro 19.22%
presentaba mas del 50% de las lineas dobles (lamina I C), y el restante
48.39% presentaba menos de la mitad de las lineas desdobladas (lamina I D).
Consultar tabla 6.

- Mas de la tercera parte de la poblacién (35.48%) mostraba un gran

crecimiento entre el primer afio y el segundo.

- El hueso endosteal alcanza un espesor importante (lamina I B y I D) y su
reconstruccién comienza al alcanzar la madurez sexual. Las lineas de detencién
del crecimiento se marcan bien en él, pero su nimero es ligeramente inferior

al que se cuenta en el hueso de origen pericondral.

La lamina II presenta una seleccién de cortes de diafisis de fémur

pertenecientes a la poblacién de Porto Covo:

A) Individuo recién metamorfoseado, que sufrié un breve periodo de estivacién
en nuestro laboratorio; el hueso pericondral apenas ha sufrido reabsorcién y

la reconstruccién endosteal no ha comenzado.

B) Macho de tres afios. El borde interno del hueso ha sufrido una destruccién
parcial, ya que la 12 linea se muestra incompleta; sin embargo, 1la
reconstruccién endosteal que le sigue es todavia muy débil y no afecta a la

totalidad del perimetro de la cavidad medular.

C) Macho de 5 afios -la edad mejor representéda en esta poblacién-. E1 hueso
endosteal rodea completamente la cavidad medular. En el procesa de
preparacién se ha desprendido ligeramente de su posicién original: la linea de

fractura se corresponde con la de reabsorcién. La 42 linea es doble en su



Lamina II.-

0.5mm

Pelobates cultripes (Porto Covo). Cortes transversales de

diafisis de fémur tefiidos con hematoxilina de Ehrlich. A,

individuo recién metamorfoseado; breve estivacién en laborato-

rioi

B, macho de tres afios. C, macho de cinco afics. D, macho

de siete afios. he, hueso endosteal; lr, linea de reabsorcidn;

1, 12

linea de detencidén del crecimiento.
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totalidad.

D> Macho de 7 afios. El grosor de la corteza periférica después de la 62 linea
y la fecha de su captura -al inicio del periodo reproductor- nos indican que
tiene un afflo mé&s que lineas; la 72 linea no se hubiera podido apreciar hasta
dos o tres semanas més tarde, tiempo que tarda en reanudarse el crecimiento

6seo después de un periodo de reposo (Smirina, 1986).
Las caracteristicas de la poblaciéon portuguesa son las siguientes:

- Lineas medianamente marcadas que indican un clima menos constrastado que

el de la regién de Madrid.

- La determinacién de la edad resultd dificil en el el 20% de los individuos,

pudiendo existir en ellos un error de un afio en la edad asignada.

- La primera linea se habia reabsorbido completamente en el 13.33% de los

individuos.

- El 60% de los ejemplares presentaba lineas dobles. El 26.67% tenia dobles
todas las lineas; el 13.33% mas de la mitad, y el restante 20.00% menos de la

mitad. Ver detalles sobre el nimero de individuos en la tabla 6.
- El crecimiento es semejante de unos afios a otros.
- La reconstruccién endosteal es importante; se presenta en todos los

individuos adultos y estd ausente en los recién metamorfoseados. En el hueso

de origen endocondral se cuentan menos lineas que en el hueso pericondral.
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3.1.4.2. Pelobates varaldii

Hemos estudiado una poblacién procedente de la localidad tipo de 1la
especie, el bosque de La Mamora <(Kenitra, Marruecos) (100 m s.n.m. Ver
situacién geogréafica en la figura 12). Los ejemplares fueron colectados en dos
noches consecutivas el 29 de febrero y el 1 de marzo de 1984, después de la
época de reproduccién. En las charcas habia renacuajos en el estadio 30 de la
tabla de Gosner (1960 y la mayoria de las hembras carecian de oévulos

desarrollados.

Se cortaron los fémures de 39 individuos: 20 machos y 19 hembras. El
histograma de frecuencias por clases de edad de ambos sexos se presenta en

la figura 15. Un examen de la figura nos indica que:

o A48 n- 20
| | 7 (192 n- 19
.

A
v 7 % / r
miiil

edad de ambos sexos.
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- Los ejemplares de un afio han alcanzado la madurez sexual y pueden ser

clasificados. en uno de los dos grupos.
- No hay individuos de dos afios.
- Las edades mejor representadas son los cuatro y cinco afios.

- La edad m&xima que alcanza la especie en libertad es de siete afios en ambos

Sexos.

La edad media de los machos fue 4.25 afios y la de las hembras 4.10
afios. Las diferencias entre ambas medias no son en absoluto significativas

(test de la U de Man-Vitney; nv = 20; nz = 19; U = 188.5; P = 0.9653).

Es posible que la ausencia de individuos de dos afios se deba a la
sequia de la temporada 81-82 que podria haber impedido la reproduccién de la

especie en el 4rea.

En la lamina III pueden observarse cortes de di&fisis de fémur de P,
varaldii:

A) Hembra de un afio. La primera linea estd completa y rodea concéntricamente
la cavidad medular. Esto indica que el hueso pericondral apenas ha sufrido
reabsorcién -la reabsorcién normalmente es més intensa en un lado y esto
desplaza ligeramente del centro a la cavidad medular. El hueso que se formé
durante la fase de renacuajo se comserva; se distingue porque estad més
vascularizado, indicando con ello un crecimiento més rapido (Castanet, 1982).
La reconstruccién endosteal es importante y aparentemente comienza antes del

primer periodo de reposo.

B) Hembra de tres afios. Primera linea completa. Conserva parcialmente el hueso
pericondral fuertemente vascularizado caracteristico de la fase larvaria.
Tercera linea muy préxima al borde externo. Crecimiento importante entre el

primer afio y el segundo.



Lamina III.-

0.5mm

Pelobates varaldii. Cortes transversales de diafisis de

fémur tefiidos con hematoxilina de Ehrlich. A, hembra de
un afo. B, hembra de tres afios. C, hembra de cinco aros.
D, macho de siete afios. he, hueso endosteal; 1lr, linea de

reabsorcidén; 1, 12 linea de detencidn del crecimiento.
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C) Hembra de cinco afios. Primera linea parcialmente reabsorbida. La quinta
linea no se aprecia, pero la cantidad de corteza periférica después de la
cuarta nos obliga a considerar que tiene un afio mas. Crecimiento importante

entre el primer afio y el segundo.

D) Macho de siete afios. Primera linea completa; tercera y cuarta parcialmente
dobles; séptima linea muy préxima al borde externo. Crecimiento importante

entre primer y segundo afio.

Las caracteristicas histolégicas de la poblacién de P. varaldii son las

siguientes:

- La determinacién de la edad resulté dificil en el 15.38% de los cortes
estudiados. En el 10.26% puede haber un error de un afio en la determinacién y
en el 5.13% de dos afios. El factor de confusién fundamental es la poca
intensidad con que se tifien algunas lineas. Esto hace que ciertas lineas se
consideren en un conteo y se ignaren en el siguiente, provocando diferencias

en los resultados.

- La primera linea se encontraba presente -total o parcialmente- en los 39

individuos estudiados.

- Muy pocos individuos presentaban algunas lineas dobles - siempre menos del
50%. Ver lamina III D-. Esta circunstancia no es motivo de dificultad a la

hora de establecer el nimero de lineas en esta paoblacién.

- La totalidad de los ejemplares mostraba un crecimiento importante entre el

primer afio y el segundo.

- El1 hueso endosteal alcanza un espesor considerable, dejando un espacioc muy
pequefio para la cavidad medular en los individuos més viejos (léamina III D).
Su reconstruccién comienza poco después del fin de la metamorfosis y antes
del primer periodo de reposo; esto evita que la primera linea sea reabsorbida
en su totalidad.

La edad media de P._ varaldii en 1libertad es de 4.18 afilos. Las
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diferencias de longevidad media no son significativas si los comparamos con
la poblacién .de E. cultripes de Porto Covo capturada a nivel del mar (test de
la U de Mann-Vitney; ny = 39; n= = 15; U = 252; P = 0.4196), pero si lo son, y
al maximo nivel de significacién, con la poblacién adulta de P._cultripes de
Madrid (test de la U de Mann-Witney ni = 39; n= = 29; U = 933; P = 0.0000).

También hay diferencias en la edad a que se alcanza la madurez sexual:

un afio en P. varaldii; dos afios en P. cultripes (Madrid).

3.1.4.3. Pelobates fuscus y P. syriacus

Hemos estudiado diez P. fuscus adultos procedentes de distintas

localidades centroeuropeas, por tanto no podemos considerarlos una poblacién.

En uno de los ejemplares macho, no encontramos lineas, a pesar de que
habia alcanzado la madurez sexual. En los restantes se determiné la edad sin

problemas. El histograma de frecuencias por clases de edad y sexo se muestra

en la figura 16.

()
L

63 n=8
’ []gg n=1

n® de individuos

.

5
Edad (Afios)

.

3

AN

Figura 16.- Pelobates fuscus. Distribucién por sexos y clases de edad de los

ejemplares analizados.
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La edad méxima registrada fue cinco afios, tanto en machos como en

hembras, y la minima dos afios.

Histolégicamente, la intensidad con que se tifien las lineas varia
nuchisimo de unos individuos a otros. Esta caracteristica es coherente con la
disfinta procedencia geografica de los ejemplares. No hemos encontrado lineas
desdobladas. Existe hueso endosteal a los dos afios de edad. A primera vista
no parece que se haya reabsorbido la primera linea; por el contrario, el hueso
pericondral més interno muestra la vascularizacién abundante caracteristica
del hueso que crece a gran velocidad en la etapa larvaria. A falta de cortes
de individuos juveniles y recién metamorfoseados no se puede aseverar nada

mas.

De Pelobates syriacus pudimos conseguir dos ejemplares en un

intercambio con el Museo de Historia Natural de Bulgaria. Uno de ellos era un
Juvenil que no habia sufrido todavia ningin periodo de reposo y el otro una
hembra de cuatro afios con las lineas de detencién del crecimiento muy

marcadas y la primera linea completa.

La edad de cada individuo nos servir4 en el capitulo siguiente para
establecer distintas clases en 1la poblacién postmetamérfica. Con ello
facilitaremos la descripcién del proceso de osificacién del esqueleto en la

etapa adulta.
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3.1.5. TANASO DE LOS EJENPLARES ADULTOS

3.1.5.1. Dimorfismo sexual en Pelobates culiripes y P. varaldil

En P, cultripes y P. varaldii no hay diferencias significativas de

tamafio entre machos y hembras.

En los P. culiripes de Madrid la longitud media cabeza + cuerpo (LCC)
de los machos fue 79.87 mm y la de las hembras 79.57 mm. La probabilidad de
que las medias de ambas muestras procedieran de la misma poblacién fue muy
alta (test de la t de Student para varilanzas separadas; t = 0.8; grados de
libertad = 20.9; P = 0.8342).

En los P, varaldii la LCC media de los machos fue 56.48 mm y la de las
hembras 58.21 mm. La diferencia entre ambas medias tampoco resulté
significativa (test de la t de Student para varianzas separadas; t = -0.89;
g.d.l. = 32.7; P= 0.3822).

Se tomaron ademés otras doce medidas de caracteres morfolégicos
externos, descritas en el apartado 2.5.2. Los estadisticos basicos de machos y
hembras de la poblaciéon de P. gultripes madrilefla se muestran en la tabla 7 y
los de la poblacién de P. varaldii en la tabla 8. Ninguna de las diferencias
entre machos y hembras en los valores medios de las doce variables

resultaron significativas, ni en P. culiripes ni en P. varaldii. Consultar la
tabla 9.

Podemos concluir que en ambas especies no bhay ningon caracter

morfométrico externo que permita distinguir con fiabilidad machos de hembras.



Tabla 7.~

Pelobates cultripes
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(Madrid).

Estadisticos

variables morfométricas. A, machos; B, hembras.

basicos

de

A) .- MACHOS
Variable n ® S valor minimo valor maximo
(mm) (mm} {mm) (mm)

LCC 15 79.87 6.82 60,00 87.00
AC 15 28.70 2.09 22.50 31.19
MA 15 48.97 4.89 34,30 54,55
MF 15 104,34 ?.25 75.00 112.35
F 13 35.00 I.46 25,00 B30
TIB 15 31.08 .16 21.90 34.40
FIE 15 51.95 4,735 37.30 96,20
10 15 B8.88 1.07 6.80 10.90
DN 15 5.04 36 4,50 5.65
NO 15 6.47 .92 5.60 7.40
DO 13 ?.86 .96 7.00 10,90
TML 15 6.73 &5 4,86 7.85
TMA 15 .25 .39 2.26 Z.80

B) .~ HEMBRAS

Variable n X s valor minimo valor maximo

(mm) (mm) (mm) (mm)

L.CC 14 79.57 11.45 57.00 101.00
AC 14 28,31 3.24 22.00 35.10
MA 14 45.73 6.41 33.00 55.45
MP 14 100,30 12.51 77.00 124,80
F 14 34,90 4,70 27.50 44,35
TIB 14 29.41 4,21 22.80 37.935
FIE 14 48.54 6.14 36.00 598.85
10 12 ?.22 1.00 7.63 10.95
DN 14 4,964 .71 .80 b.20
NO 14 6.63 .81 9.30 8.50
Do 14 9.41 1.39 6.50 11.35
TML 14 6.48 .76 4,15 7.66
T™MA 14 2.96 b7 1.80 4,06

trece



Tabla 8.- Pelobates varaldii.
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Estadisticos

morfométricas. A, machos; B, hembras.

A) .- MACHOS

Variable

n

basicos de trece

valor maximo
{mm)

10
DN
NOD
DO
ML
™A

B) .- HEMBRAS

Variable

™L
TMA

20

n

X s valor minimo
(mm) (mm) {mm)
56.48 S5.11 44,00
20,90 1.78 16.45
29.58 3.00 20.99
71.19 6.79 51.70
24,09 2.26 18.00
21.06 1.97 15.85
24,94 3.92 25.09
6.19 69 4.45
2.35 92 2.15
4.73 . bb 3.10
7.68 .33 6.35
3.85 . 39 3.08
1.14 22 .91
b3 s valor minimo
{(mm) (mm) (mm)
098,21 7.01 44,00
21.74 2. 40 16.70
29.77 4,20 20.90
73.33 9.92 2.70
24.97 3.26 18.05
21.67 2.88 14.85
35.46 4.66 25,00
6.63 .85 5.05
3.42 .54 2.50
4,95 .70 3.35
7.89 73 5.95
3.90 .31 2.97
1.27 .29 .85

23,35

39.30
7.20
4,40
9.85
8.40
4,54
1.50

valor maximo
(mm)
67.00.
25.65
34.55
89.00
29.35
24.85
41,30
8.39
4,90
6.10
8.75
4,55
1.73

variables



Tabla 9.- Resultados del test de la t de Student para varianzas separadas al
comparar los valores medios de trece variables morfométricas en machos
Pelobates cultripes <(Madrid). B, Pelobates varaldii.

Finguna de las diferencias entre medias resulté significativa.

y bhembras. A,

A) .- Pelobates cultripes (Madrid)

Variable t Probabilidad Grados libertad
LCC 0.8 0.9342 20.9
AC 0.38 0.7109 21.9
MA 1.52 0.1408 24,3
MP 0.98 0.3363 23.9
F 0.06 0.9305 3.8
TIB 1,20 0.2404 24.1
FIE 1.72 0.0989 3.3
10 -0.86 0.4002 24.3
DN 0.. 0.7130 18.9
NO -0.62 0.3406 21.9
DO 1.00 0.3236 22.8
TML 0.81 0.42735 22,
™A 1.44 0.1635 20.7

B).- Pelobates varaldii

Variable t Frobabilidad Grados libertad
LCcC -0.89 0.3822 32.7
AC -1.25 0.2202 33.0
MA -0. 0.8730 32,3
MP -0.80 0.4319 31.4
F -0.99 0.3320 31.7
TIB -0.78 0.4418 31.4
PIE -0.38 0.7061 33.4
10 -1.81 0.07932 34,5
DN -0.3 0.7067 37.2
NO -1.01 0.3209 37.1
DO -1. 0.3025 32.4
TML -0.30 0.7631 31.7
™A -1.73 0.0919

33.7
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3.1.5.2. Diferencias morfométricas intraespecificas en P. cultripes

La LCC media de los P. cultripes de Madrid fue 79.72 mm y la de la
poblacién de Porto Covo 71.75 mm. Las diferencias de talla entre ambas
poblaciones resultaron ser altamente significativas (test de la t de Student

para varianzas separadas; t = 3.31; g.d.1. = 39.1; P = 0.0020).

En la figura 17 se representa el histograma de frecuencias por clases
de tamafio de las poblaciones adultas de P. cultripes de Madrid y de Porto

Covo.

Las diferencias entre los valores medios de las doce medidas restantes
resultaron altamente significativas (AC, TIB, PIE) o muy altamente
significativas (MA, MP, F, IO, DN, NO, TML y TMA), exceptuando el diémetro del
ojo (DO). La tabla 10 muestra los estadisticos basicos de las trece medidas en
ambas poblaciones y la tabla 11 los resultados del test de la t de Student

para varianzas separadas entre los valores medios de las variables.
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Figura 17 .- Pelobates culiripes. Distribuciéon de frecuencias por clases de
tamafio de los adultos de dos poblaciones ibéricas capturadas a

distinta altitud.



Tabla 10.-

Pelobates cultripes. Estadisticos
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badsicos de trece

variables

biométricas, en dos poblaciones capturadas a distinta altitud (Madrid y

Porto Covo).

A).- Poblacién de Madrid

Variable n X s valor minimo valor maximo
(mm) (mm) (mm) (mm)

LCC 29 79.72 ?.18 57.00 101,00
AC 29 28.51 2.664 22.00 35.10
MA 29 47.40 5.81 33.00 95. 45
MP 29 102.39 10.94 75.00 124.80
F 29 34,95 4.03 259,00 44,35
TIB 29 30,27 3.73 21.90 37.95
PIE 29 o90.30 .48 36.00 598.835
10 27 .03 1.03 6.80 10.95
DN 29 5.00 0.55 3.80 6.20
NO 29 6.55 0.67 5.50 8.50
DO 29 9.64 1.19 6.50 11.3
™ML 29 6.61 0.81 4.15 7.85
TMA 29 3.11 0.56 1.80 4.06

B).- Poblacidén de Forto Covo

Variable . n X S valor minimo valor maximo

{mm) (mm) {mm) (mm)

LCC 16 71.75 6.81 59.00 84.00
AC 16 26.02 2.16 21.895 29.45
MA 16 40,956 4,01 32,10 47.50
MF 16 92.61 7.13 77.50 100,00
F 16 31.10 2.30 26.85 34.15
TIB 16 27.23 2.39 21.95 30.70
PIE 16 45.26 4,07 35.60 50.45
10 16 7.13 0.71 5.90 8.05
DN 16 3.64 0.41 3.00 4.45
NC 16 3. 60 0.9% 4,65 6.25
Do 16 9.27 0.47 8.50 10.00
TML 15 5.36 0.74 4,03 6.48
™A 14 1.87 0.39 1.29 2.51
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Tabla 11.- Resultados del test de la t de Student para varianzas separadas al
comparar los valores medios de trece variables morfométricas en dos
poblaciones de P. cultripes capturadas a distinta altitud.

Variable t Probabilidad Grados libertad
LCC 331 0.0020 *x 39.1
AC 3.40 0.0016 *» 36.8
MA 4,38 0.0001 *%x 40,6
MP J.62 0.0008 #*%* 41.6
F 4,08 0.0002 #*#%% 42.9
TIB 3,32 0.0019 %= 41,9
PIE Z.91 0.0012 *+ 39.0
10 7.16 0.0000 *xx 40.0
DN 9.40 0.0000 *x%% 3B.7
NO 5.21 0,0000 %% 37.3
DO 1.48 0.1457 40,0
ML S5.13 0.0000 *#x% 30.9
TMA 8.42 0.0000 %% 3.4

**#% muy altamente significativa (al 99.9%)
*#%* muy significativa (al 99%)
* significativa (al 95%)
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3.1.5.3. Tamafio medio de los adultos de las especies estudiadas

De la familia Pelobatidae hemos medido ejemplares de los tres géneros:

Pelobates, Scaphiopus y Spea.

Del genero Pelobates tenemos datos de todas las especies. El tamafio
medio, indicado por la longitud cabeza + cuerpo (LCC) de los adultos de las
dos poblaciones de P, culiripes utilizados en la elaboracién de esta tesis fue
79.72 mm (n = 29) y 71.75 mm (n = 16); el de P. varaldii, 57.24 mnm (n = 41);
el de P, fuscus, 50.56 mm (n = 18), y por ultimo, el de P. syriacus, 68.50 mm
(n = 10).

De las especies americanas conocemos el tamafio medio de una de cada

género: 53.60 mm Spea multiplicatus (n = 10) y 62.44 mm Scaphiopus couchii ¢

= 9.

De la familia Megophryidae solo tenemos la LCC media de 10 Megophrys
montana (78.90 mm) y un Leptobrachium hasseltii (58.00 mm).

De la familia Pelodytidae conocemos las tallas medias de los dos

componentes de la misma: Pelodytes punctatus (3059 mm; n = 29) y P,
caucasicus (45.00 mm; n = 3).

Los estadisticos basicos de la longitud cabeza + cuerpo de las especies

mencionadas se presentan en la tabla 12.
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Tabla 12.- Estadisticos basicos de la longitud cabeza + cuerpo (mm) en los

adultos de las familias Pelobatidae, Pelodytidae y Megophryidae.

Familia Pelobatidae

n X valor minimo valor mauimo
(mm) (mm) (mm) {mm)
F. cultripes 29 79.72 ?.18 S57.00 101.00
(Madrid)
P. cultripes 16 71.75 6.81 59.00 84.00
{(Forto Covo)
P. varaldii 41 57.24 6.01 44,00 67.00
F. fuscus i8 20.56 4,38 44,00 60.00
F. siryacus 10 68.50 5.462 61.00 79.00
S. couchii 9 62.44 .95 57.00 70.00
S. multiplictus 10 93.60 1.80 50,00 96.00
Familia Megophryidae
n ; s valor minimo valor maximo
{(mm) (mm) (mm) (mm)
M. montana 10 78.90 6.70 69.00 Q0.00
L. hasseltii 1 58.00 - - -
Familia Pelodytidae
n ; s valor minimo valor maximo
(mm) (mm) (mm) (mm)
P. punctatus 29 30.59 4,32 23.50 45,00
P. caucasicus 3 45.00 2.45 42.00 48.00
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3. 1. 6. RELACIOFN ENTRE EDAD Y TANA®O en&lﬂhﬁtﬁ_c.ultﬂp&i?&
varaldii

En P. cultripes el tamafio deja de estar correlacionado positivamente
con la edad dos afios después de alcanzar la madurez sexual. En P, varaldii, un

afio después.

En los P. cultripes juveniles y adultos de la poblacién de Madrid, el
coeficiente de correlacién de Spearman (rs) entre la edad y LCC es 6.8710 (n
= 31; & = -20144.96; P << 0.001), y por tanto, la relacién entre ambas

variables es positiva y muy altamente significativa.

La madurez sexual se alcanza a los dos afios. El coeficiente de
correlacién entre la edad y el tamafio calculado con los ejemplares de dos
afios 0 més es: rs = 0.4592; n = 29; § = 2195.65; P < 0.01. Vemos que ambas

variables siguen estando altamente correlacionadas.

Si sélo utilizamos para el calculo de nuestro coeficiente los individuos
de tres aflos o mds (rs = 0.4112; n = 28; S = 2151.47; P < 0.05), 1la

correlacién es significativa sélo al 95%.

Y cuando utilizamos los ejemplares de méas de tres afios (rs = 0.2747; n
= 26; § = 2121.50; P > 0.05), deja de existir una relacién positiva entre la
edad y el tamafio.

Por consiguiente, podemos concluir que los sapos de espuelas de esta
localidad finalizan su crecimiento en longitud a los cuatro afios. El diagrama
de dispersién de la edad y el tamafio de los P. cultripes de Madrid de la

figura 18, apoya graficamente nuestros resultados.

En la poblacién de P, cultripes de Porto Covo, la correlacién entre edad
y tamafio es muy significativa utilizando toda la muestra (n = 15; edad minima
= 3 afios); significativa para los mayores de tres afios, y deja de existir
relacién entre la edad y el tamafio a partir de los cuatro afios. La tabla 13
presenta los distintos coeficientes de correlacién y el nivel de significacién,

Yy la figura 19, el diagrama de dispersién de ambas variables.



Tabla 13.- Coeficientes de correlacién de Spearman (re) entre la edad (n2 de

afios) y el tamafio (en mm de LCC) en los sapos de espuelas, Pelobates
cultripes, de dos poblaciones ibéricas.

A) .- Madrid

Edad n rs S P
juveniles vy 31 6.8710 -29144.9 << 0.001%x%%
adultos

mds de 1 afo 29 0.43592 2193.65 < 0.01%%

mas de 2 afos 28 0.4112 2151.47 < 0.05+%
mds de I afos 26 0.2747 2121.50 > 0,03
mas de 4 afos 23 0.,0909 1840.02 >» 0,10
B).- Forto Covo
Edad n Iy 5] P
nés de 2 afos 15 0.6175 2142 < 0.0k

mads de 3 afos 12 0.3368 132.47 4 0.05#%

mas de 4 afros 9 0.3912 73.06 > 0.05

*%% muy altamente significativa (al 99.9%)
*% muy significativa (al 99%)
* significativa (al 95%)



_74_

12 [ J

Edad (afios)

"¢ o

10 + ) o

A i i 1 1 A 1 I N Il -

10 20 30 40 S50 60 70 8 9 100 110
e 84 (n=15) LCC (mm)

° Q9 (n=14)

A juv (n= 2)

Figura 18.- Pelobates cultripes (Madrid). Diagrama de dispersién para la edad
y el tamafio (LCC) de juveniles y adultos.
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Figura 19.- Pelobates culiripes (Porto Covo). Diagrama de dispersién para la
edad y el tamafio de los sapos adultos.

En Pelobates varaldii la madurez sexual se alcanza al cumplir un afio, el
tamafio medio de estos ejemplares es 45.00 mm (n = 5), muy inferior al tamafio
medio de los ejemplares de esta especie de dos o mas afios (59.18 mm; n = 34).
Incluyendo los sapos de un afio, la correlacién entre edad y LCC es positiva y
significativa (rs = 0.3602; n = 39; P < 0.05), pero la relacién entre ambas
variables desaparece a partir de los dos afios (re = 0.0192; n = 34; P »
0.10)>. La figura 20 muestra el diagrama de dispersién de la edad y el tamafio

en P, varaldidi.
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Figura 20.- Pelobates varaldii. Diagrama de dispersién para la edad y el
tamafio.
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3.2. DESARROLLO DE LOS SISTENAS ESQUELETICOS DE Pelobates cultripes Y
Pelodytes punctatus

3.2.1. CRANEO

3.2.1.1. Descripcién del craneo adulto de Pelobates cultripes

Estd constituido por doce huesos pares, bilateralmente simétricos, y
tres huesos mediales. La morfologia normal, posicién anatéomica y nombre de
cada uno de ellos se presenta en las figuras 21 y 22. En las descripciones
utilizaremos la nomenclatura de Trueb (1973), Rocek (1980, 1988) y Lebedkina
(1986).

3.2.1.2. Secuencia de osificacién del craneo de Pelobates cultripes

En P._cultripes la secuencia de aparicién de los quince huesos es la
siguiente: paraesfenoides, frontoparietal, prooticooccipital, septomaxilar,
premaxilar, nasal y maxilar; escamoso, vémer, anguloesplenial y dentario;

pterigoideo, esfenetmoides, cuadradoyugal y proceso posteromedial del hioides.

La mayoria de estos huesos surgen a partir de un solo centro de
osificacién, con las siguientes excepciones: el frontoparietal,
prooticooccipital, escamoso y dentario se forman al fusionarse dos o mas
centros de osificacién independientes, que en otras especies constituyen dos o
mas huesos distintos; y ademés, en el premaxilar, maxilar y vémer, cada diente
comienza a osificar auténomamente. Por ello, vamos a proceder a una
descripcién de los acontecimientos méAs importantes en el desarrollo de cada

hueso y del momento en que se producen.

Paraesfenoides.— Hueso de membrana, medial, plano y en forma de T, que
protege ventralmente la regién o6tica y orbitotemporal del encéfala y llega

hasta el extremo posterior del esfenetmoides. Ver fig. 21.
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Figura 21.- Créaneo de Pelobates cultripes. A, norma dorsal; B, norma ventral;
C, norma lateral; D, mandibula inferior en norma dorsal; E,

mandibula inferior en norma ventral.
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Figura 22.- Esqueleto de la laringe e hioides de Pelobates cultripes en norma
ventral. En negro, el hueso; en blanco, el cartilago. 1, proceso

posteromedial del hioides.
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Es el primero en comenzar a osificar en el estadio 34 (fig. 23 A).
Desde el primer momento presenta su forma definitiva, ganando espesor a lo

largo del desarrollo larvario.

Frontoparietal.- Hueso plano, de origen dérmico, que cierra la caja
craneana dorsalmente, con ornamentacién en su cara externa constituida por

tubérculos individualizados

Se forma al fusionarse cinco elementos distintos: dos corresponden a
los frontoparietales y son los primeros en aparecer en el estadio 36 (fig. 23
B); dos a los extraescapulares laterales (homologia establecida por Ro¥ek,
19885, que aparecen en el estadio 40, y uno al extraescapular medial (Ro¥ek,
1988) que también se observa a partir del mismo estadio (fig. 23 C). la
fusién de todos los elementos se inicia en el estadio 41 (fig. 23 D),
comenzando a tocarse los frontales con el extraescapular medial; seguidamente
se incorporan al complejo los extraescapulares laterales. La fusién habia

comenzado en todos los repacuajos de estadio 42 estudiados (fig. 23 E).

La fusién de los dos frontales en su linea media se produce en P,
gultripes durante su primer afioc de vida terrestre. Los ejemplares recién
metamorfoseados de una y dos semanas de edad presentan una discontinuidad
alargada y amplia entre ambos elementos (fig 25 D) y en los individuos de un
afio de edad estudiados, el margen anterior del hueso presentaba todavia una
pequefla hendidura medial. La cronologia de estos sucesos se resefia en las

tablas 14 y 15, y se resume en.la tabla 16.

La ornamentacién externa del frontoparietal comienza a manifestarse en
el estadio 39. En tincién con alizarina aparece como un reticulado rojo mas
intenso superpuesto a la osificacién basal principal. Al fin de la
metamorfosis la cara dorsal del hueso presenta rugosidades apreciables y al
finalizar el primer afio ya posee tubérculos individualizados, que van ganando
altura por aposicién de capas sucesivas de tejido ésec todos los afios. En
corte sagital del frontoparietal (lamina IV) se aprecian dos capas éseas
principales y paralelas, conectadas por numerosos tabiques; de ellas, la capa
externa es la que genera la ornamentacién y en los tubérculos se aprecian las

lineas de detencién del crecimiento anuales. Durante la morfogénesis el patrén
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Osificacién del créneo de Pelobates culiripes. A, renacuajo de

estadio 39 en norma ventral. En norma dorsal: B, estadio 39; C,
estadio 41; D, estadio 42, y E, estadio 43. 1, paraesfenoides; 2,
frontoparietal; 3, exoccipital; 4, proético; 5, extraescapular

lateral; 6, extraescapular medial; 7, septomaxilar; 8, premaxilar;
9, nasal, y 10, maxilar.
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Osificacién del créneo de Pelobates cultripes (continuacién). A,

B y C, estadio 44 en normas dorsal, ventral y lateral,
respectivamente; D, E y F, estadio 45 en normas dorsal, ventral y
lateral, respectivamente. 7, septomaxilar; 8, premaxilar; 10,
maxilar; 11, preopercular; 12, vémer; 13, anguloesplenial; 14,
dentario; 15, dientes de 1los premaxilares; 16, dientes de los
maxilares; 17, pterigoideo; 18, esfenetmoides; 19, cuadradoyugal, y

20, dientes de los vémeres.
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Figura 25~ Osificacién del créneo de Pelobates cultripes (continuacién). A, B
'y C, estadio 46 en normas dorsal, ventral y lateral,
respectivamente; D, E y F, primera semana postmetamérfica en
normas dorsal, ventral y lateral, respectivamente. 11,
preopercular; 19, cuadradoyugal; 21, escamoso; 22, proceso

posteromedial del hioides, y 23, mentomeckeliano.



Tabla 14.- Pelgbates cultripes. Para cada centro de osificacién, porcentaje de

individuos de cada estadio de desarrollo

(Gosner, 1960) en que se ha

iniciado la mineralizacién. Se indica el nimero de ejemplares estudiados

por estadio.

-----------------

Estadios Bosner 25 26 27 28 29 30

nd ejemol.exam. 0t 1t 1 110

...............................................................................................................................

Paraestencides
Frontoparietales
Exoccipitales

Prodticos
Extraescapulares laterales
Extraescapular medial
Septomaxilares
Premaxilares

Nasales

Maxilares
Preaperculares

Vémeres
Anguloespleniales
Dentarios

Dientes en Premaxilares
Dientes en Maxilares
Pterigoideos
Esfenetnoides

Dientes en Vimeres
Cuadradoyugales
Escamosos

Procesos posteromediales del Hioides

Mentomeckelianos

-----------------------------

20 10 30 60 90 90 100
50 100
30 100

22 100

90 100
20 70 100
0 N
14
14

100

73

73

100

90

70

70

30

20

20

20

10

--------------------------

100

100

100

80

70

50

50

50

50

30

100

100

100

100

100

100

100

100

13s, 2249
? 1

100

100

100

100

22 100
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Tabla 15.- Pelobates cultripes. Para cada estadio de desarrollo (Gosner,

1960), porcentaje de individuos en que la fusién de dos o mas centros

de osificacién ha comenzado.

Estadios Gosner 40 41 42 43 44 45 4t l3gem, ler afno
n® ejempl. exan, 10 7 8 10 10 10 10 9 2
Fusiones en el crdneo Porcentaje de individuos en gue la fusidén ha comenzado
Frontoparietales + Estraescapular medial 29% 257

Frontoescap. medial + Extraescaps.lats. 10% 14 5% 100%-

Dientes + Maxilares 407 90% 100
Dientes + Premaxilares 90% 1007
Dientes + Vmeres 202 100%
Preoperculares + Escaqosos 20%  100%
Prodticos + Exoccipitales 0 1007

Frontales en su linea media 0 100%



Lamina IV.-

imm

Pelobates cultripes. A, corte sagital de un frontoparietal

en su linea media. B, detalle del anterior, mostrando la
simetria de tres lineas de detencién del crecimiento (sefiala-

das con flechas). Tincidén con hematoxilina de Ehrlich.
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de tubérculos de la zona central del hueso no sufre remodelacién, comc puede

deducirse de’ la simetria de las lineas.

Prooticooccipitales.~ Huesos pares, de origen endocondral que protegen
completamente la regién ética. Forma muy irregular (fig. 21). Estén cubiertos
parcialmente por el frontoparietal y articulan con el atlas mediante dos

céndilos, uno en cada elemento de la pareja.

Cada uno proviene de la fusién de dos elementos: exoccipital y proético.
El primer centro de osificacién que aparece corresponde al exoccipital, en el
estadio 37. El segundo aparece en el estadio 38, correspondiendo al proético
de otras especies (fig. 23 A y B). La fusién se produce una vez que la

metamorfosis ha concluido y antes del primer afio de vida terrestre.

Septomaxilares.— Huesos de membrana, pares, de pequefio tamafio vy
complicada estructura, situados en el interior de las céapsulas olfativas;

conienzan a osificar en el estadio 42 (fig. 23 D).

Premaxilares.— Huesos de membrana, pares, limitan la parte anterior del
endocraneo. Inician su osificacién en el estadio 42, en la pars facialis (fig.
23 D). Poseen dientes de tipo pleurodonto en su parte ventral, que comienzan a
osiicar en el estadio 44 a partir de centros individualizados (fig. 24 C) y en

el estadio 46 ya se han fusionado algunos con el hueso (fig. 25 C).

¥asales.— Huesos pares de origen dérmico, cuyas partes medias cubren el
tectum nasi, mientras que las laterales cubren la pared postnasal. Su cara
dorsal es ligeramente convexa y posee ornamentacién tubercular del mismo tipo

que la del frontoparietal.

Comienzan a osificar en el estadio 43 con su forma definitiva (fig. 23
E), tifiéndose ligeramente antes el 4rea del procesc posterior. La
ornamentacién sigue las mismas pautas en su aparicién que la del

frontoparietal.

Kaxilares.- Huesos pares de origen dérmico, ornamentados. Comienzan a

osificar a la vez que los nasales, en el estadio 43, en el Area de la futura
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tamina anterior {fig. 23 E). No &lcanzan su forma definitiva hasta l& primera

gemana postmetamériica.

Portaderes de dientes que constituyen las zoras antero-latersles vy
laterales del arco dental. Estos conmienzan o osificar en el estadio 44, cada

uro & partir de un centro de osificacién distinte (fig. 24 C), apareciendo

()]

primerc los situsdos en la lamina anterior del maxilar; ya en el estadio 4

[wd

se observa un diente anclado en el hueso y colocado siempre a un tercio de =

extremc amnterior (fig. 24 F).

El procesc palatino comienza & observarse en el estadioc 44 comc una
prolongacion de la maxilla hacia el interior del créanen (fig. 24 E), sin que

se haya podido observar un centro de osificacién independiente para él.

Escamosos.- Huesos pares de origen complejo que surgen a partir de dos

centros de osificacién. Su cara externa se halla ornamentada con tubérculos.

El primer centro en aparecer lo hace en el estadio 44, alrededor de la
pars  cuadrata palatoguadrati cartilaginosa y originara el procesa
posterolateral del hueso y la parte anterior de la lémina (fig. 24 A - F),
siguiendo a Lebedkina (1986) lo llamamos preopercular. El segundo centro de
osificacién surge en el estadio 46 sobre la crista parotica y constituira el
ramo parédtico del hueso adulto y la parte posterior de la lamina (fig. 25 A -
C), de acuerdo con Lebedkina (1986) este centro seria bomélogo del escamoso
de los restantes vertebrados. Loz dos centros se fusionan en la primera
semana después de terminar la metamorfosis, adquiriendo el hueso una forma
que se aproxima a la adulta (fig. 25 D - F), posteriormente el borde que
limita con el f{frontoparietal se ampliarda a lo largo del crecimienta. 51
escamose  y el frontoparietal son los dos huesos que mas modifican su

contorno durante el primer afio de vida terrestre.

Véomeres.~ Huesos pares de origen dérmico, situados en el paladar y

portadores de dientes.

Comienzan a osificar en el estadio 44, apareciendo primero el torus

dentigerus (fig. 24 B); en el estadio 45 comienza la osificacién de los
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dientes, cada unc a partir de un centro independiente (fig. 24 E), y en la
primera semena postmetamérfica se fusionan con el hueso, iniciando el procesc

loz dientes situados més préximos al eje sagital (fig. 25 EJ.

Anguloespleniales.~ Huesoe pares, dermales, alargados con ligera forma

de § en norma dorsal y situados en la mandibula inferior.

Comienzan a osificar en el estadio 44 por su extremo posterior (fig. 24

C), y alcanzan su forma definitiva al finalizar la metamorfosis (fig. 25 C).

Dentarios.— Huesos pares, alargados y cousiderablemente delgados, de
origen dérmice, situados en el arco mandibular inferior. Cada elemento del par
contacta con su simétrico en la sinfisic medial y se Jjuntan con los
anguloespleniales a lo largo de su superficie exterior, cubriendo el cartilago

de Meckel lateralmente.

Siguen un desarrollo paralelo al de los anguloespleniales: comienzan a
osificar en el estadio 44 por su extremo anterior (fig. 24 © y al finalizar
la metamorfosis tienen su forma definitiva (fig. 25 C); una semana después el
mentomeckeliano comienza a osificar (fig. 25 F). Es éste un centro de
osificacién par de origen cartilaginoso que desde que aparece se halla
fusionado sinostéticamente con el dentario, constituyendo ambos una sola

pieza.

Pterigoideos.~ Huesos pares de origen dérmico, situados en la parte
posterior del créneo, contactan con el paraesfenoides, los cuadradoyugales y
escamosos. Tienen forma triangular y cada uno de sus tres vértices se alarga

€l un rano.

Su zona central es la primera en aparecer en el estadio 45 (fig. 24 D -
F); luego la osificacién se va extendiendo hacia los ramos interior vy
posterior, y 1la 0ltima &rea en osificar es la correspondiente al ramo
maxilar, que presenta seflales de mineralizacién en la primera semana

postmetamorfica (fig. 25 E).

Esfenetmoides.- Hueso unico de origen endocondral, situado en el
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interior de la caja craneana, cubierto dorsalmente por el frontoparietal y los

alatinos de los maxilares. Su forma es rectangular, con tres procesos en su
()

parte anterior,

Comienza a osificar en el estadio 45 a partir de dos centros de
osificacién en la parte anterior del encéfalo, justo a los lados de los
foramenes para la salida de los nervios olfativos (fig. 24 D - F). No alcanza
su forma definitiva bhasta la madurez sexual que es cuando los tres procesos

anteriores se observan osificados.

Cuadradoyugales.- Huesos pares. Tradicionalmente se les adjudica un
origen doble, cartilaginoso y de membrana (Kemp & Hoyt, 1969; Ro¥ek, 1980, y
referencias en ambos). Se situan en los extremos lateroposteriores del craneo:
limitan con los maxilares, escamosos y pterigoideos, y articulan con los

angulares de la mandibula inferior.

En los individuos examinados de estadio 45 aparece un centro de
osificacién entre el extremo inferior del proceso posterolateral del escamoso
y el maxilar (fig. 24 F). En la primera semana postmetamérfica la osificacién
ha invadido la parte distal cartilaginosa de la pars cuadrata palatoquadrati
que constituye la superficie de articulacién de este hueso con la mandibula
inferior, sin que se haya observado un centro de osificacién independiente en

esta invasién (fig. 25 A - PF).

Procesos posteromediales del hioides.~ Huesos pares de origen
endocondral; pertenecen a los elementos viscerales libres del endocréneo (fig.

22).

Comienzan a osificar en el estadio 46, presentando su forma definitiva
en la primera semana postmetamérfica (fig. 25 B y E). El comienzo de su

osificacién seflala el fin de la metamorfosis en el craneo.

Al terminar la metamorfosis, en el estadio 46 de la tabla de Gosner

(1960), la osificacién bha comenzado en todos los huesos del créneo, pero éstos

no alcanzan una forma parecida a la adulta hasta una semana después.
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Tabla 16.- Secuencia en que inician su osificacién los distintos elementos del
craneo de Pelgbates cultripes, cronologia de las fusiones de dos o mas
centros, estadio de desarrolloc en que se inicia cada suceso -
considerando como tal el primero a partir del cual al menocs el 50% de
los ejemplares presenta el hecho- y, por ultimo, edad media a que

comienza y termina cada estadio en renacuajos criados a temperatura

éptima.
Elementos del créneo Fusiones Est.Bosner Edad (dias) a 280C
Paraesfenoices R 11,25-12.2
Frontoparietales k{1 3.75-16.75
Exoccipitales 37 16.75-21.23
Probticos I8 16.75-23.87
Extraescapulares laterales 40 24,75-23.75

Extraescapular medial

Septonaxilares Frontopar. + Extraescp. m, + 42 27.75-29.00
Premaxilares Extraescaps. lats. *

Nasales 43 29.00-31.00
Maxilares

Preoperculares 4 31,00-32.33
Vimeres

Anguloespieniales

Dentarios

Dientes de los preaaxilares
Dientes de los eaxilares

Pterigoidens 45 32.33-33.33
Esfenetsoides "
Dientes de los vémeres .
Cuadradoyugales '
Escamosos Dientes + Maxilares 4 33,33
Proc. posteromed. hiodes Dientes + Premaxilares .
Dientes + Véaeres 13 sem, postnm,
Preoperculares + Escamosos *
Nentomeckelianos Mentomeckelianos + Dentarias 23 sem. poste,

{nunca se observan separados)

Proéticos + Exoccipitales fer afo
Frontales en su linea media .



La tabla 16 resume la cronologia del comienzo de la osificacién en los
veintitrés centros distintos del créneo de P. cultripes y el momento del
desarrollo en que algunos de ellos se fusionan constituyendo un craneo adulto
de quince elementos individualizados. Se considera "estadio de inicio" de la
osificacién de un elemento, o de la fusién de dos de ellos, el primero a
partir del cual al menos el 50% de los ejemplares estudiados presenta el
hecho. En las tablas 14 y 15 se relacionan los porcentajes detallados y el

namero de individuos estudiados de cada estadio.

La secuencia en que comienza la osificacién de los veintitrés elementos
es la siguiente: paraesfenoides, frontoparietales, exoccipitales, proéticos,
extraescapulares laterales, extraescapular | medial; septomaxilares,
premaxilares, nasales y maxilares, preoperculares, vémeres, anguloespieniales y
dentarios, dientes de los premaxilares y dientes de los maxilares; mas tarde,
pterigoideos, esfenetmoides, cuadradoyugales, dientes de los vémeres,
escamosos y  procesos  posteromediales del  hioides, 'y  finalmente,

mentomeckelianos.

la primera fusién‘ que se produce es la de los frontoparietales con el
extraescapular medial, seguida de la fusién de esta nueva pieza con los
extraescapulares laterales; luego se fusionan los primeros dientes de los
maxilares con el hueso que los soporta, los dientes de los premaxilares con
los mismos y los dientes de los vémeres hacen lo propio; del mismo modo,
poco después de aparecer el preopercular se fusiona con el escamoso; més
adelante, el mentomeckeliano comienza a osificar sin que se aprecie nunca
separado del dentario, y finalmente, los proéticos y exoccipitales por un
lado y los frontales en su linea media por otro, se fusionan ya bien entrada

la fase terrestre y antes de cumplir el primer afio. Ver tabla 16.

Es sorprendente la escasa variabilidad observada en la secuencia de
osificacién. De los 176 ejemplares estudiados, sélo dos de ellos presentan una
alteracién de la secuencia modal descrita: en un ejemplar de estadioc 43 los
pterigoideos habian comenzado a osificar sin que la mineralizacién se hubiera
iniciado en los dientes de los premaxilares y maxillares, y en otro de estadio
44 la osificacién del esfenetmoides habia comenzado sin que lo hubiera hecho

la de los pterigoideos. Por tanto, podemos afirmar que la secuencia de
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osificacién craneana de P. culiripes estd muy bien definida.

¥o podemos decir lo mismo del estadio de desarrollo en que se inicia
la osificacién de cada hueso, lo normal es que tenga que tramscurrir un lapso
de dos estadios desde que un centro de osificacién aparece en un pequefio
porcentaje de individuos hasta que est4d presente en el 100 % de los
individuos de estadios posteriores, como puede verse en la tabla 14 y en 1la
figura 26. El paraesfenoides, proético y premaxilar son los huesos con mayor
rango de posibilidades en cuanto a su momento de aparicién. Pertenecen a las
primeras etapas de la secuencia. Los dos primeros osifican en 1la fase
prometamérfica, mientras que el premaxilar 1lo hace al iniciarse 1la

netamorfosis.

En nuestra especie el proceso de inicio de la osificacién en los
veintitrés centros que totalizan quince huesos desarticulados distintos, a
temperatura de crecimiento é6ptima, dura en total 29 dias. El paraesfenoides
comienza su osificacién en el estadio 34, a los once dias de edad; velntidés
dias después, al fin de la metamorfosis, han aparecido los quince huesos del
complemento craneal, sélo falta por aparecer en el dentario su centro de
osificacién de origen endocondral, el mentomeckeliano, que iniciar4d su
mineralizacién entre la primera y la segunda semana de vida terrestre. Los

detalles de la edad a cada estadio se relacionan en la tabla 16.

En casi ningin estadio es posible prever el nimera exacto de centros de
osificacién que va a bhaber presentes. El rango de posibilidades es
especialmente amplio durante la metamorfosis, donde hemos encontrado desde
individuos de estadio 43 con siete centros de osificacién hasta individuos
con dieciseis, y ejemplares de estadio 44 que poseian entre once y dieciocho
centros. El estadio mejor definido resulté ser el 38, pues la osificacién habia
comenzado en 1los cuatro primeros huesos de la secuencia en los diez

renacuajos estudiados.
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Centros de osificacion del craneo

Pelobates cultripes. Para cada centro de osificacién del craneo,

estadios de desarrollo entre los que comienza su osificacién. Las
barras horizontales sefialan el estadio a partir del cual més del
50% de 1los renacuajos examinados presenta osificacién. ANG,
anguloesplenial; CYU, cuadradoyugal; DEN, dentario; DMAX, dientes
del maxilar; DPRE, dientes del premaxilar; DVO, dientes del vémer;
EL, extraescapular lateral; EN, extraescapular medial; ESC,
escamoso; ESF, esfenetmoides; EX, exoccipital; FRP, frontoparietal;
MAX, maxilar; MM, mentomeckeliano; ¥A, nasal; PF, paraesfenoides;
P.p. HIO, proceso posteromedial del hioides; PRE, premaxilar; PT,
pterigoideo; PRO, proético; SP, septomaxilar, y VO, vémer.
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3.2.1.3. Comparacién con Pelodytes punctatus y otras especies de Anuros

Se puede realizar desde cuatro puntos de vista:

~ Numero de huesos del esqueleto adulto.

- Nimero de centros de osificacién en el desarrollo de cada hueso.

- Secuencila de osificacién.

- Duracién del inicio de la osificacién.

En cuanto al nimero de huesos del esqueleto adulto, contamos con datos

de 18 especies, recopilados por Trueb (1985). Resumimos aqui el complemento

6seo que esta autora encontré en las especies revisadas; los huesos sefialados

con un asterisco faltan en algunas.

Huesos premetamérficos:

Huesos metamérficos:

Paraesfenoides
Frontoparietal

Exoccipital

Septomaxilar
Premaxilar
Maxilar
Anguloesplenial
Dentario

Nasal

Proético

Huesos del fin de la metamorfosis: Cuadradoyugal#

Huesos postmetamérficos:

Palatino#
Pterigoideo
Vémer#

Mentomeckeliano

Esfenetmoides
Columella#

Interfrontals



De este conjunto bésico de 18 huesos, en Pelobates cultripes faltan

tres: el palatino, la columella y el interfrontal; en Pelodytes punctatus sélo
faltan el palatino y el interfrontal. En ambas especies el exoccipital y el

prodético se hallan fusionados (prodéticooccipital), y el menctomeckeliano y el

dentario también.

Hemos realizado cuidadosas observaciones del proceso palatino del
maxilar en renacuajos de P, cultripes de las Gltimas etapas metamérficas y las
primeras postmetamérficas -el nimero de ejemplares examinados se detalla en
la tabla 14~ y no hemos podido detectar ese centro de osificacién; tampoco lo
hemos hallado en una muestra variada -pero menos numerosa- de P, varaldii
criados en laboratorio, ni en Pelodytes punctatus. De P, syriacus sélo podemos
decir que carecen de palatino libre tanto los individuos postmetamérficos
como los adultos. Rocek (1980) dice que en P. fuscus osifica a partir de un
centro independiente que se fusiona con el maxzilar r4pidamente y lo considera
homélogo del palatino libre de otras especies. El1 trabajo de Rocek carece de
ilustracién grafica en este punto y el centro de osificacién que menciona no

ha podido detectarse ni en P. cultripes ni en P. varaldii.

De las especies maAs emparentadas con Pelobates se sabe >que carecen de
palatino: Megophrys major y Scaphiopus holbrookii (Ramaswami, 1935) y
Pelodytes punctatus (Parker, 1881, y eéta tesis), es decir, se ha estudiado una
especie de cada uno de los tres grandes grupos de Pelob4&tidos en sentido

amplio, por tanto, su ausencia puede considerarse una caracteristica del grupo.

De las restantes especies sin palatino libre, podemos seflalar a todos
los Archaecbatrachia -anuros considerados antiguos- en que se ha estudiado el

tema: Ascaphus truel, Bombina orientalis, Rhinophrynus dorsalis, Xenopus
laevis, X. borealis y X. tropicalis (en Trueb, 1085).

En P, cultripes no hemos encontrado un centro de osificacién atribuible
a la columella. Cannatella (1985) tampoco la encuentra, no obstante duda de su
ausencia y considera que puede haberla perdido en el proceso de preparacién
del esqueleto desarticulade. En P. fuscus y P. syriacus no hemos encontrado
columella en ninguno de los ejemplares estudiados. Rocek (1980) no la

menciona en P, fuscus; sin embargo Cannatella (1985) dice que existe, aunque
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reducida en sus proporciones tipicas, tanto en P. fuscus como en P, syriacus.
En la Gnica especie del género en que hemos detectado una columella bien
desarrollada es en - P, varaldii, y podemos precisar que inicia su osificacién

una semana después del fin de la metamorfosis.

De las especies que se consideran més préximas filogenéticamente al
género Pelobates, la columella se halla presente en Pelodytes punctatus (esta
tesis) y en todas las especies de los géneros Scaphiopus y Spea; en Megophrys
aceras, M. _montana y Lepiobrachium basseltii <(Cannatella, 1985). De las
especies de anuros consideradas primitivas, carecen de ella: Ascaphus tryei,
Bombina orientalis y Rhinophrynus dorsalis <(em Trueb, 1985); Leiopelma
hochstetteri, Bombina maxima, B. bombina y B. variegata (Cannatella, 1985). Se
encuentra presente en todos los Pipidos (Yenopus, Hymepochirus y Pipa), y en

Alytes obstetricans, Barbourula busuangensis y Discoglossus  pictus
(Cannatella, 1985).

En cuanto al nimero de centros de osificacién & 1lo largo del
desarrollo, la informacién se bhalla muy dispersa en la literatura.
Tradicionalmente se ha considerado la observacién de centros de osificacién
separados en el desarrollo y su fusién subsiguiente como la evidencia mas
decisiva de la fusién de dos huesos a lo largo de la evolucién de un taxon

(Griffiths, 1954).

Repasaremos lo que se sabe de cada hueso en las distintas especies,

siempre que se hallan detectado diferencias respecto a lo descrito aqui para

Pelobates culiripes.

Frontoparietal.- El tipo de desarrollo descrito en esta tesis para P,
cultripes que implica la fusién de cinco centros de osificacién: dos pares y
uno medial, hemos podido comprobarlo también en P, varaldii criados en
nuestro laboratorio; era conocido ya en P. fuscus y P. syriacus (Rocek, 1980 y
1988), y segin este autor en P. fuscus se conocia este hecho desde antiguo
(Severtzoff, 1891). Por tanto, este tipo de desarrollo tan peculiar se da en
todas las especies del género Pelobates, y como veremos a continuacién, en

ninguna otra de las estudiadas hasta la fecha.
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Entre las especies que se suponen més estrechamente emparentadas con
nuestro género, conocemos el desarrollo del frontoparietal en cuatro de ellas:
Scaphiopus hammondi <(Eaton, 1939), Megophrys boettgeri y Leptobrachium
hasseltii (Griffiths, 1954), y Pelodytes punctatus (Griffiths, 1954; esta

tesis), y en todas surge a partir de un sélo centro de osificacién par.

De las restantes familias consideradas primitivas, se han estudiado:
Ascaphus truei (Altig, 1969a); Discoglosus pictus, Alytes obstetricans vy
Xgngpua_tmigalis. (Griffiths, 1954), encontrandose en todas ellas un sélo

centro de osificacién en cada frontoparietal.

Sin embargo, bhay una gran variabilidad en dos géneros de Anuros

modernos: Rana y Bufo.

Del género Rana se han estudiado en total 15 especies, encontrindose
dos centros de osificacién en diez de ellas: R, catesbiana, R. delalandi, _R.
esculenta, R. iberica, R. mascarensis, R. pleskei, R. rugosa, R. temporaria, R.
tigrina (Griffiths, 1954) y R. pipiens (Kemp & Hoyt, 1969), y un solo centro
en R, clamitans (Eaton, 1939), R. nicobarensis (Griffiths, 1954); R. aurora, R.
cascadae y R. pretiosa (Altig, 1969b).

Del género Bufo se ban estudiado ocho especies, presentando B. calamita
y B. _carens (Griffiths, 1954) dos «centros de osificacién en cada
frontoparietal, y B._califorpnicus <(Eaton, 1939); B, bufa, B. marinus, B.
penangensis, B, regularis (Griffiths, 1954) y B. boreas (Gaudin, 1978) un sélo

centro.

Del género Hyla, se han estudiado dos especies y en las dos habia un
sélo centro de osificacién: H. regilla <(Eaton, 1939; Gaudin, 1973) e H.
dominicensis (Griffiths, 1954).

A la vista de esta revisién, dentro de un mismo género (ej. Rana, Bufg),
de anuros considerados modernos (Neobatrachia), algunas especies han perdido
los parietales, mientras que otras los han retenido, segin la interpretacién
de Eaton (1942) y Sedra (1949); mientras que para Griffiths (1954), 1los

parietales no se han perdido, sino que se ban fusionado con los frontales en
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las especies en que los fontoparietales presentan un solo centro de

osificacién. -

Sin embargo, el mismo Griffiths (1954),' después de estudiar este tema
en veintinueve especies, seflala que incluso en renacuajos criados en las
uniformes condiciones del laboratorio, el tamafio resulté ser una guia muy poco
fidedigna para determinar con antelacién el estado de osificacién craneal. Por
tanto, podria ser que la cantidad y variedad de ejemplares utilizados en estos
trabajos -que no se especifica en material y métodos, pues son publicaciones
relativamente antiguas- fuera insuficlente para detectar procesos que, como

éstos, transcurren muy deprisa durante el desarrollo.

¥o obstante, una ontogenia del frontoparietal tan especial como la del
género Pelobates, no se ha descrito para ningin otro anuro actual. Rocek
(1980) le da una gran importancia filogenética, pero no nos pronunciamos

sobre este aspecto pues los géneros Rapna y Bufo presentan gran variabilidad.

Exoccipitales.- Hemos visto que en P. cultripes comienzan a osificar a
partir de un solo centro de osificacién cada uno. Lo mismo sucede en
Pelodytes punctatus (datos propios) y en Bufa boreas (Gaudin, 1978); mientras
que Kemp & Hoyt (1969) describen en Rapa pipiens dos centros de osificacién

que se fusionan poco después de su aparicién.

Proéticose.- En P. cultripes y Pelodytes punctatus 1la osificacién

comienza a partir de un solo centro. Sin embargo, Kemp & Hoyt (1969)
describen tres centros en Rapna pipiens y Altig (1969a) detecta también tres

centros de osificaciéon en Ascaphus iruei.

Los proéticos se fusionan con los exoccipitales en algunas especies. En
P. cultripes nosotros hemos visto que la fusién ya se habia producido en los
individuos de un afio de edad. En Pelodytes punciatus, dos semanas después del
fin de la metamorfosis ambos huesos se encuentran separados, mientras que los
encontramos fusionados en los veintinueve adultos que hemos estudiado. En
Ascaphus truei (Altig, 1969a) y Pseudacris nigrita triseriata (Stokely & List,
1954), los autores dicen que la fusién tiene lugar en el adulto. No existen

datos de otras especies.
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Premaxilares.- Hemos visto que en P. cultripes primero osifica la pars
facialis y luego la pars dentalis. Rocek (1980) describe un desarrolle inverso

en el premaxilar de P, fuscus; en cambio, la secuencia de acontecimientos en

Pelodytes punctatus, y la descrita en Ascaphus tiruei <(Altig, 1969a), Hyla

regilla (Gaudin, 1973) y Rapna pipiens (Kemp & Hoyt, 1969) coincide con la
expuesta por nosotros.

Maxilares.- En nuestra descripcién, el proceso palatino del maxilar
osifica como una prolongacién del mismo, mientras que en P. fuscus, Rocek
(1980> dice que dicho proceso osifica a partir de un centro independiente. que
se fusiona con el maxilar poco después de su aparicién, y considera este
centro homélogo al palatino libre de otras especies. Pelodytes punctatus
tampoco presenta un centro de osificacién independiente en el proceso

palatino.

Escamosos.~ Los dos centros de osificacién descritos en el desarrollo
del escamoso de P, culiripes eran conocidos ya en P, fuscus (Rocek, 1980).
Este autor en su revisién del tema encuentra que el doble origen de este
bueso en P, fuscus fue descrito por Reinbach (1939). También se habia
mencionado en algunos Réanidos y Bufénidos (Sedra, 1949); en Bufonidae y
Atelopodidae (Griffiths, 1954b) y en Bufo viridis, B. marinus, Bana temporaria,
R. esculenta y Pelobates fusucus (Lebedkina, 1986).

Ningin autor americano menciona este doble origen del escamoso. Kemp &
Hoyt (1969) describen el desarrollo de este hueso en Rana pipiens a partir de
un solo centro de osificacién situado en la pars cuadrata palatoquadrati; sin
embargo, en la figura 21 c¢ de dicho trabajo se aprecia un segundo centro de
osificacién sobre la crista parotica que los autores no mencionan en sus
descripciones. Gaudin (1973) describe también un solo centro de osificacién en
Hyla regilla. El mismo Gaudin (1978) examiné el desarrollo de 725 Bufo
boreas y ni menciona ni discute el segundo centro de osificacién del

escamoso, que aparece en otros bufénidos sobre la crista parotica.

Segin Lebedkina (1986) solo los Discoglésidos de los géneros Bombina y
Alytes desarrollan sus escamosos apartir de un centro de osificacién unico

situado sobre el palatocuadrado. Nosotros hemos observado este mismo tipo de
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origen del escamoso en Pelodyies punctatus.

Vémeres.- Surgen a partir de un solo centro en P, cultripes y Pelodytes
punctatus (datos propios), Rana pipiens (Kemp & Hoyt, 1969), e Hyla regilla
(Gaudin, 19873) y a partir de dos centros en Pseudacris nigrita triseriata

(Stokely & List, 1954). Los dientes que porta este hueso osifican a partir de

un centro cada uno. Los autores citados no indican este hecho.

Pterigoideos.- Surgen a partir de un centro de osificacién en P,
culiripes y PBelodytes punctatus (esta tesis), y Pseudacris nigrita triseriata
(Stokely & List, 1954); a partir de dos centros en Rana pipiens (Kemp & Hoyt,
1969, y a partir de tres centros, uno en cada rama del hueso, en Hyla regilla
(Gaudin, 1973).

Esfenetmoldes.- Osifica a partir de dos centros en P, cultripes (este
tesis) y en Bufo boreas (Gaudin, 1978); a partir de cuatro centros en Hyla
regilla (Gaudin, 1973), y como no osifica hasta después de la metamorfosis, no
se sabe a partir de cuantos centros en Rana pipiens. En QOstegpilus
gseptentirionalis sobre el hueso de origen endocondral se produce una
osificacién de tipo dérmico en la cara del esfenetmoides expuesta al exterior,

entre los frontales y los nasales (Trueb, 1966).

Columella.- Este hueso no existe en Pelgbates cultripes. Osifica a

partir de un solo centro en la primera semana después del fin de la
metamorfosis en Pelobates varaldii. En Pelodytes punctatus existe este hueso
bien desarrollado en el adulto, pero no habia comenzado su osificacién en los
sapitos de dos semanas de edad estudiados. No hay datos sobre el numero de
centros de osificacién de este hueso en las restantes especies, debido a que

su mineralizacién se produce después de que la metamorfosis ha concluido.

Hay confusién en cuanto al numero de centros en los huesos de origen
endocondral: exoccipitales, proéticos y esfenetmoides, principalmente porque
los autores no proporcionan dibujos o fotos que muestren los distintos
centros; en cambio, la diferencia en el numero de centros en los huesos de
origen dermal: frontales, maxilares, escamosos, vémeres y pterigoideos, esté

mucho mejor documentada gréaficamente en las distintas especies y no hay



ninguna duda de que es real. Su importancia filogenética est4 adn sin

determinar.

Después de la revisién realizada, podemos concluir que el numero de
centros de osificacién en el créneo es superior al numero de huesos, en las
diez especies en las que su proceso de osificacién se conoce con mas detalle:
Ascaphus truei (Altig, 1969a); Bombina orientalis, (Hanken & Hall, 1984); Bufg
boreas <(Gaudin, 1678); Hyla regilla <(Gaudin, 1973); Pelobates cultripes y
Pelobates varaldii <(esta tesis); Pelobates fuscus (Rocek, 1980); Pelodytes
punctatus (este tesis); Pseudacris nigrita iriseriata (Stokely & List, 1954), y
Rana pipiens (Kemp & Hoyt, 1969).

En cuanto a la secuencia de osificacién, la de Pelgbates varaldii es
casi igual a la de P, culiripes. La unica diferencia detectada es la existencia
de un centro de osificacién adicional en P, varaldii. Este centro corresponde
a la columella y es el dltimo del crénmeo en iniclar su osificacién, después

del mentomeckeliano, en la primera semana postmetamérfica.

Le sigue en similitud la secuencia de osificacién de Pelodytes
punctatus, especie con la que se le considera estrechamente emparentado. Ver
tabla 17 y figura 27. Las unicas diferencias se deben a que en Pelodytes el
escamoso y el vomer iniclan su osificacién después que el anguloesplenial y el
dentario, mientras que en Pelobates la inician inmediatamente antes, y que la
secuencia en Pelodytes posee dos elementos mas: la columella y el parahioides.

A falta de conocimientos sobre la secuencia del anfibio ancestral que
utilizariamos como punto de partida para realizar comparaciones, nos
serviremos de la sintesis elaborada por Trueb (1985). Esta autora seleccicna
los patrones de osificacién comunes a las 18 especies de las que sSe conoce Su
secuencia, aunque en la mayoria de manera incompleta. Su resumen, que se
expone en el apartado anterior, separa los huesos del craneo, sin incluir el
hioides, en cuatro grupos. Hasta la fecha ningin autor, excepto en esta tesis,

ha detallado la secuencia de aparicién de todos los centros. Respecto a lo
considerado comin, Pelobates cultripes presenta las siguientes diferencias:
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Tabla 17.- Secuencia de osificacién, numero de ejemplares estudiados y estadio

de Gosner (entre paréntesis) en que se inicia la osificacién en cada
hueso en el 50% de los ejemplares examinados de Pelodytes punctatus y

Pelobates cultripes <(esta tesis), Rana piplens (Kemp & Hoyt, 1969),
Bombina orientalis (Hanken &‘Hall, 1984), Bufg bareas <(Gaudin, 1978),

Hyla regilla (Gaudin, 1973) y Ascaphus truei (Altig, 1969).

Pelodytes ounctatus
(n = 159

Paraesfenoides (34)
Frontoparietal (36)
Exoccipital (37)
Prodtico (38)
Septomaxilar (43)
Premaxilar (43)
Maxilar (44)

Nasal (44)
Anguloesplenial (4)
Dentario (43)
Escamoso {43)

Vimer (46)
Pteriogideo (46)

Esfenetmoides (46)

Pelobates cultripes
(n = 176)

Rana pipiens
{n = 232)

Bombina orientalis
{n =137

Paraesfenoides (34)
Frontoparietal (36)
Exoccipital (37)
Proético (38)
Septomaxilar (42)
Premaxilar (42)
Nasal (43)

Maxilar (43)
Escamoso (44)

Vimer (44)
Anguloesplenial (44)
Dentario (44)
Pterigoideo (43)

Esfenetaoides (45)

Paraesfenoides (32)
Exoccipital (34)
Frontoparietal (36)
Probtico (40)
Premaxilar (41)
Maxilar (42)
Septomaxilar (42)
Nasal {43

Dentario (43)
Anguloesplenial (43)
Escamoso (43)
Pterigoideo (44)
Vomer (45)

Mentomeckeliano (49)

Frontoparietal (37}
Exoccipital (37}
Paraestenoides (38)
Septomaxilar (41)
Premaxilar (43)
Vérer (43)

Nasal (43)

Maxilar (44)
fAnguloesplenial (45)
Dentario (43)
Escamoso (43)
Cuadradoyugal (46)
Pterigoideo (46)

Prodtico (46)

Pr.pm.hiodes (23sem.) Cuadradoyugal (439) Cuadradoyugal (43) Interfrontal (44)

Parahiodes (23sem.) Pr.pm.hiodes (44) Palatino (45) Esfenetmoides (posts.)

Cuadradoyugal (23sea.} Mentomeckeliano(23ses.) Colugella (45) Mentomeckeliano ({postm.)

Mentomeckeliano (23ses,) Pr.pm.hiodes (46) No figura el hioides

Columella (adulto) Estenetmoides (posta.)



Tabla 17.-

(Continuacién).

Bufo boreas

{n = 136)

- 104 -

Hyla regilla
(n = 190

Ascaphus truei
{n = 32)

Exoccipital (36)

Paraesfencides (37)

Frontoparietal (38)

Prodtico (41)

Premaxilar (41)

Escamosa (41)

Septomaxilar (42)

Maxiiar (42)

Anguloesplenial (42)

Nasal (42)

Dentario (42)

Pterigoideo (43)

Vémer (posts. Lcc = 10-19 am)

Mentomeckeliano (Lec = 10-19 am)

Palatino (Lec = 10-19 am)

Cuadradoyugal f(Lec = 10-19 ea)

Colusella (Lcc = 20-29 am)

Esfenetmoides (adulto)

No figura el hioides

Paraesfenoides (31}
Frontopararietal (3%)
Exoccipital (37)
Prodtico (37)

Vémer (41)
Premaxilar (42)
Septomaxilar (42)
Maxilar (42)

Nasal (42)

Escamoso (42)
Pterigoideo (43)
Anguloesplenial (4)

Dentario (43)

Paraesfenoides (34)
Frontopararietal (37)
Exoccipital (37}
Septomaxilar (42)
Premaxilar (42)
Escamoso (42)
Prodtico (42)
Anguloesplenial (42)
Dentario (42)
Maxilar (46)

Véner (46)
Pterigoiden (46)

Esfenetaoides (46)

Mentoseckeliano (Lcc=10-15sa)Mentomeckeliano (44}

Cuadradoyugal (Lcc=10-15am) Nasal (46)

Palatino (Lcc = 10-15 am)

Columella (Lcc = 10-15 am)

Esfenetmoides (Lecc =

No figura el hioides

No tigura el hioides

10-15 sa)
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Figura 27.- Secuencia de osificacién y estadio de comienzo de la

mineralizacién de cada hueso del crdneo en el 50% de los

ejemplares de Pelodytes punctatus (trazo grueso), comparada con
la de Pelgbates cultripes (trazo fino). COL, columella, y PARHIO,

parabioides. Resto de las abreviaturas como en la figura 26.
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- El prootico comienza a osificar en la fase premetamérfica. Lo comin es
que osifique’'al principio de la metamorfosis (Ascaphus truei, Bufg boreas y

Rana pipiens’) o hacia el fin de la misma (Bombina orientalis). Ver tabla 17 y
figuras 28 - 32.

- Los mentomeckelianos inician su osificacién en la primera o segunda

semana postmetamérfica. Mientras que en Rapa_ pipiens y Ascaphus truel (figs.

28 y 32) el inicio tiene lugar en los 0ltimos estadios metamérficos.

- El esfenetmoides osifica en las ultimas etapas de la metamorfosis,
cuando en la mayoria de las especies (Bombina orientalis, Bufo boreas, Hyla
regilla y Rana pipiens) este hueso retrasa el comienzo de su mineralizacién
hasta después de concluida la misma (figs. 28 - 31).

La secuencia de osificacién, en las especies en que se ha estudiado su

variabilidad: Bombina orientalis, Bufo boreas y Rana pipiens, est4 tan bien
determinada como en P, culiripes. En B. ogrientalis, Hanken & Hall <(1984)
detectaron ligeras alteraciones de la secuencia en la aparicién de un hueso en
cuatro de los 137 renacuajos de laboratorio que estudiaron. En Bufo boreas,
Gaudin (1978), después de estudiar 723 ejemplares, afirma encontrar en los
criados en laboratorio un retraso importante en el comienzo de la osificaciém
en todos los huesos, pero no describe alteraciones de la secuencia; vy,
finalmente, Kemp & Hoyt (1969) consiguieron alterar la secuencia de aparicién
de los primeros huesos en Rapa pipiens, administrando tiroxina a renacuajos
en estadios de desarrollo premetamérficos, provacando el comienzo de la
osificacién en los premaxilares, septomaxilares y maxilares, sin que hubieran
osificado previamente los proéticos, y en los dos individuos en que la
administracién de la hormona se realizé en los estadios de desarrollo mas

tempranos, tampoco habia comenzado a osificar el paraesfenoides.

La deteccién de dos alteraciones de la secuencia modal en P. cultripes
colectados en el campo se suma a las ya conocidas en Bombina orientalis y
Bana pipiens criadas en laboratorio, y aflade una evidencia mas a la hipétesis
emitida por Hanken & Hall (1984) de que la secuencia representa un conjunto
de sucesos esencialmente independientes -formacién de centros de osificacién

discretos-, que tienen lugar en un orden prescrito provocado por una variaciénm
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Huesos del craneo

Figura 28.- Secuencia de osificacién y estadio de comienzo de Ila
mineralizacién de cada hueso del créneo en el 50% de los
ejemplares de Rana pipiens (Kemp & Hoyt, 1969; trazo gruesol,
comparada con la de Pelobates culiripes (trazo fino). PAL,

palatino; resto de las abreviaturas como en las figuras 26 y 27.

Retamorfosis
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Metaorfosis
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Figura 29.- Secuencia de osificacién y estadio de comienzo de la

mineralizacién de cada hueso del craneo en el 50% de los
ejemplares de Bombina orientalis (Hanken & Hall, 1984; trazo
grueso), comparada con la de Pelobates cultripes (trazo fino). IF,

interfrontal; resto de las abreviaturas como en las figuras 26 y

27. ¥o se representa el hioides.
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B. boreas

P. cultripes

Netamorfosis
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Huesos del craneo

Secuencia de osificacién y estadio de <comienzo de la
mineralizacién de cada hueso del crédneo en el 50% de los
ejemplares de Bufo boreas (Gaudin, 1978; trazo grueso), comparada

con la de Pelgbates cultripes (trazo fino). Abreviaturas como en
las figuras 26, 27 y 28. No se representa el hioides.

Retamorfosis
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Figura 31.- Secuencia de osificacién y estadio de comienzo de 1la

mineralizacién de cada hueso del créneo de Hyla regilla (Gaudin,
1973; trazo grueso)), comparada con la de Pelobates cultripes

(trazo fino). Abreviaturas como en las figuras 26 y 27. No se

representa el hioides.

Netamorfosis
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Huesos del craneo

Secuencia de osificacién y estadlo de comienzo de 1la
mineralizacién de cada hueso del créneo de Ascaphus truei (Altig,
196%a; trazo grueso)), comparada con la de Pelobates culiripes
(trazo fino). Abreviaturas como en las figuras 26 y 27. Ko se

representa el hioides.

Metamorfosis
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intracraneal de ciertos pardmetros del desarrollo, como puede ser el umbral de
respuesta de los enclaves osteogénicos a los niveles de hormona tiroidea
circulante; frente a la hipétesis alternativa de que la formacién de un centro
es dependiente de otra osificacién previa y es una precondicién para la

aparicién de los centros subsiguientes.

En cuanto a la duracién del procesc de inicio de la osificacién
-entendiendo como tal el lapso de tiempo que transcurre desde la aparicion
del primer centro de osificacién hasta la aparicién del altimo, a temperatura
6ptima de desarrollo-, no hay datos de duracién real para ninguna especie,
excepto los que se proporcionan en esta tesis para Pelobates cultripes. Este
parametro es fundamental para dilucidar la intervencién de procesos de

heterocronia en las variaciones que se detectan de unas especies a otras.

A falta de datos sobre los dias que dura el proceso, tendremos que
comparar unas especies con otras baséndonos en el estado de su osificacién en

cada estadio de Gosner (1960).

Al igual que en P, culiripes, en Pelodytes punctatus el proceso se

inicia en el estadio 34 en que comienza a osificar el paraesfenoides y
ternina en un momento no precisado de la fase postmetamérfica en que osifica
la columella. la duracién en dias no la conocemos, pues no se ha determinado
experimentalmente. Lo que si podemos deducir es que la edad a que alcanza el
estadio 34 es inferior a la de PB. cultripes, porque su longitud media en ese
estadio es LCC = 11.94 mm, mientras que la de P, cultripes es LCC = 23.86 mm,
y sabemos, por los datos de campo de Diaz Paniagua (1987), que el ritmo de
crecimiento en longitud de las larvas de ambas especies en el campo es
similar. Por tanto, Pelodytes punctatus sufre una aceleracién general de su
desarrollo cuando lo comparamos con P. culiripes. Aunque la secuencia de
aparicién de los huesos en ambas especies es muy semejante, el estadioc de
inicio de la osificacién estéd algo retrasado en la mayoria de los huesos de
Peladytes; achacamos el hecho a que los ejemplares de esta especie han sido

criados en laboratorio. Ver figura 27.
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En Rapa pipiens criadas en laboratorio (Kempt & Hoyt, 1969), el proceso
abarca desde el estadio 32 hasta después de la metamorfosis, sin precisar
cuando osifica el esfenetmoides. El tamafio de ambas especies al fin de 1la
metamorfosis es el mismo: 25.40 mm de media para Rana pipiens (Taylor &
Kollros, 1946) y 25.49 mm para los Pelobates cultripes (datos de campo
propios); si consideramos que ambas especies se desarrollan a un ritmo
parecido, el proceso de osificacién se inicia ligeramente antes en R. pipiens.
Por otro lado, el momento de osificacién de cada hueso es bastante parecido y

sé6lo hay pequefias alteraciones de secuencia. Ver figura 28.

En Bombina grientalis (Hanken & Hall, 1984), la osificacién se inicia en
el estadio 37 a una longitud de cabeza + cuerpo igual a 18.30 mm, algo mayor

que la de Pelodytes punctatus en ese momento (LCC = 15.07 mm), y termina

después de la metamorfosis. Figura 29.

En Bufq boreas (Gaudin, 1978), la osificacién dura desde el estadio 35
hasta después de la metamorfosis. Su tamafio al fin de la misma es de unas 10
mm {Gaudin, 1978), siendo el renacuajo menor y de desarrollo mas rapido de

todas las especies resefiadas. Ver figura 30.

En Hyla regilla (Gaudin, 1973), la osificacién se inicia en el estadio
31, y al fin de la metamorfosis quedan todavia sin mineralizar cinco huesos.
Su tamafio al concluir la metamorfosis oscila entre 10 y 15 mm (Gaudin, 1973).

Ver figura 31.

Dado que el proceso de desarrollo es altamente dependiente de 1la
temperatura, para comparar unas especies con otras tendriamos que determinar
experimentalmente la temperatura éptima de desarrollo, para seguidamente
calcular, a esa temperatura, la duracién en dias u horas de cada estadio de
Gosner. Sélo en esas circunstancias serian comparables realmente los datos de
duracién. Como por otro lado, hemos comprobado que el proceso de osificacién
se retrasa de manera significativa en los renacuajos criados en el
laboratorio, aiun cuando la densidad de renacuajos por litro es baja y la
comida abundante y variada (ya sefialé Gaudin (1978) esta dificultad en Bufg
boreas y Altig (1969b) en el género Rana), estariamos obligados a utilizar en

nuestras comparaciones interespecificas ejemplares colectados en el campo.
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Este segundo problema no es pequefio, pues indefectiblemente, al menos en
renacuajos ciue como Pelobates alcanzan gran tamafio en su vida larvaria, las
sales céalcicas disueltas en el agua urbana son insuficientes para que los
ejemplares las acumulen en su sistema endolinfatico en cantidad equiparable a
la que consiguen los renacuajos colectados en el campo. Esto es asi debido a
que las larvas toman los iones necesarios principalmente a través de 1las
branquias (70%), y el resto a nivel tegumentario (25%) e intestinal (5%); a lo
largo del climax metamérfico los aportes calcicos del exterior disminuyen
porque las branquias se reabsorben y, a partir del periodo juvenil, el
intestino se convierte en el érgano principal de absorcién de calcio (Houdry &
Beaumont, 1985).

A falta de datos de la duracién del proceso en dias, y visto que en
ninguna especie termina al fin de la metamorfosis, sino que en ese momento
quedan uno o mas huesos sin iniciar su osificacién, hemos utilizado el tamafio
medio en cada estadio como un indice de la duracién del desarrollo de cada
especle <(hemos asumido que a mayor tamafio, el desarrollo es mas largo a
temperatura 6ptima de crecimiento). Con los datos de longitud cabeza + cuerpa
y con el nimero de centros que han iniciado su osificacién en cada estadio

(ver tabla 18) hemos elaborado las trayectorias ontogenéticas de las tres

especies de las que conocemos todos esos datos: Pelgbates cultiripes vy
Pelodytes punctatus (esta tesis) y Bombina orientalis (Hanken & Hall, 1984).

La representacién grafica se muestra en la figura 33. Hemos prescindido de
los centros de osificacién correspondientes a los dientes y al hioides, pues
careciamos de estos datos en B, orientalis.

Como puede verse en la figura, la trayectoria de Pelgbates durante el
desarrollo larvario es la mAs larga de las tres; al fin de la metamorfosis
posee 18 centros de 19, mientras que Bombina posee 15 de 17 y Pelodytes 14
de 17.

La mayor longitud de la trayectoria de Pelobates en la fase acuatica de
su vida, se debe a que son seis los centros que osifican en el periodo
prometamérfico, frente a tres en Bombina y cuatro en Pelodytes, y a que el
tamafio que alcanza la larva es mucho mayor que en las otras dos especies.

Como contraste, su trayectoria postmetamérfica finaliza muy pronto, en la
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segunda semana (LCC = 28.57 mm), antes de alcanzar las dimensiones maximas
de LCC del 'periodo larvario; no podemos decir lo mismo de Pelodytes, que a
ese mismo tamafio postmetamérfico ha comseguido iniciar la osificacién en dos
huesos méAs, pero la columella (centro nimero 17) sélo la hemos encontrado en
individuos de mas de un afio, ya maduros sexualmente (tamafio minimo de LCC =
23.5 mm). Fo tenemos datos de cuando y a que longitud cabeza + cuerpo
osifican los dos ¢ltimos huesos de Bombina orientalls, aunque sabemos que

ambos estan presentes en todos los ejemplares adultes.

Aparentemente, la evolucién del créneo en las especies estudiadas hasta
el momento ha 1implicado cambios en la secuencia de aparicién de los
diferentes huesos, en la duracién de los procesos de osificacién y en el

nimero de huesos y centros de osificacién que llegan a aparecer.

En cuanto a los huesos que estan variablemente presentes segun las
especies: columella, palatino, cuadradoyugal, interfrontal, vémer y parahioides,
todos ellos aparecen normalmente hacia el fin de la metamorfosis 6 después de
la misma, y su ausencia puede ser el resultado de cambios- heterocrénicos en

el programa ontogenético.

No podemos decir lo mismo de la variacién en el numero de centros de
osificacién, ya que su nimero difiere sobre todo en los huesos dermales que
comienzan a osificar durante la prometamorfosis, como los frontoparietales; la
nmetamorfosis, como los escamosos, o hacia el fin de la metamorfosis, como los
pterigoideos y vémeres. Todos estos huesos tienen en comin que su forma es
muy variable de unas especies a otras; ademas, excepto el vomer, los otros
tres estan presentes siempre en todas las especies. Sobre todo, la existencia
de distinto nimero de centros de osificacién en frontales y escamosos se
explica dificilmente por la actuacién de procesos heterocrénicas, ya que
surgen en las primeras etapas del desarrollo o de la metamorfosis, y parece

plausible atribuirles cierta importancia filogenética.

Nuestros resultados sugieren que cuanto nas cerca esté
filogenéticamente una especie de otra, mis parecidas son sus secuencias de
osificacién; segin se desprende de la similitud entre las secuencias de los

dos Pelobates estudiados y entre ambas y la de Pelodytes.
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Tabla 18.~ Longitud media en cada estadic de Gosmer (1960) y namerc de
centros de osificacién presentes en el créneo de Pelodytes punctatus
(esta tesis), Bombipa orientalis (Hanken & Hall, 1984) y Pelobates
cultripes (esta tesis). Prescindimos de los centros de osificacién de
los dientes de premaxilares, maxilares y vémeres y de los del aparato

hioideo, porque carecemos de esos datos en B, grientalis.

Tabla 18.-
Pelodytes punctatus Boabina orientalis Pelobates cultripes
Estadios Gosaer Lee (oa) n2 centros Lee (an) nd centros Lee (an) nd centros
A 1194 0 21.39 0
A} 12.483 1 23.84 1
36 TN ) 2 17.20 0 21.83 2
15.06 3 18.10 2 5.12 3
16.14 4 17.80 3 28.94 4
28.05 . ]
L} 17,05 4
L] 23.94 8
[\ 15.20 ) 15.90 1 3.1 10
L] 13.63 8 15.50 ] 2.1 14
LH] 1416 1 13,40 1 25.718 18
&% 1.7 1 16.80 15
18 sea, 16.30 16 - ? .57 19
tasafio ain.adulto 23.50 1 - 17 57.00 19

tasafo edx.adulto 43.00 17 - 17 101.00 19
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Figura 33.- Trayectorias ontogénicas de Pelodytes punctatus (trazo fino,
Bombina orientalis (trazo medio) y Pelobates cultripes (trazo

grueso). No se han considerado 1los centros de osificacién
correspondientes a los dientes de premaxilares, maxilares vy
vomeres, ni los del aparato hioideo. Se dividen las trayectorias

en tres tramos: prometamérfico, metamérfico y postmetamérfico.

Retamorfosis
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3.2.2. COLUXNA VERTEBRAL

3.2.2.1. Descripcién de la columna adulta de Pelobates cultripes

La columna vertebral de Pelaobates cultripes estd constituida por nueve
vértebras y el urostilo. Sus caracteres tipicos, extraidos de la diagnosis de

la familia Pelobatidae (Lynch, 1973) ligeramente modificada, son: 1) ocho
vértebras presacras. 2) Atlas no fusionado con la segunda vértebra. 3) Sacro
no fusionado con el urostilo*. 4) Centra vertebrales procélicos; céndilos
libres en subadultos*. 5) Diapéfisis sacras ampliamente dilatadas. 6) Ausencia
de procesos transversos en el urostilo. 7) Procesos transversos de las
vértebras presacras anteriores (28, 32 y 428) alargados. 8) Apéfisis
transversas de las vértebras presacras posteriores (52, 628, 72 y 82) cortas.
8) Articulacién sacro-coccigea monocondilar. 10) Arcos neurales imbricados.
Los dos caracteres seflalados con asterisco son los que se han modificado. En
la figura 34 se representa una columna con las vértebras desarticuladas en

normas dorsal y ventral.

3.2.2.2. Desarrollo de la columna vertebral de Pelobates cultripes

Después de un cuidadoso examen de 174 renacuajos de los estadios 26 a
46 de la tabla de Gosner, podemos afirmar que el desarrollo de los centra
vertebrales es de tipo. epicordal. Este modelo implica la condrificacién y
osificacién dnicamente de la zona dorsal de la vaina fibrosa que rodea la

notocorda (Mookerjee, 1931 y 1936).

Desde el punto de vista ontogenético, el atlas y las vértebras 28, 38,
42 y sacra (92) de Pelobates est4n constituidas por tres pilezas que surgen a
partir de seis centros de osificacién distintos: un par corresponde al arco
neural, un par al centrum y un par al céndilo. Los procesos transversos de

las vértebras 22, 32, 42 y sacra se diferencian a partir de su arco neural.

Las vértebras 52, 62, 72 y 82 estan constituidas por cuatro partes que
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Figura 34.- Columna vertebral de Pelobates cultripes. A, norma dorsal; B,

norma ventral.
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surgen a partir de ocho centros de osificacién: dos del arco neural, dos del

centrum, dos’ del céondilo y dos de las apéfisis transversas.

El urostilo surge a partir de nueve centros: seis de los arcos neurales
102, 112 y 129 (ver lamina VI A); dos del centrum de la vértebra 102, y uno
medial -el hipocordio-, situado debajo de 1la notocorda, alargado vy

contrapuesto a todos los anteriores.

Cargados de sales cAlcicas, los sacos paravertebrales del sistema
endolinfatico alcanzan su méximo desarrollo en el estadio 41, en el cual

penetran hasta el urostilo a ambos lados del cordén nervioso central.

En la figura 35 se seflalan, en norma ventral, las partes de la 22
vértebra. En el estadio 43 (fig. 35 A) las zonas de distinta procedencia
ontogenética todavia estén separadas; al fin de la metamorfosis se fusiona el
centrum con el arco neural. Durante el primer afio (fig. 35 C) se une el
céndilo con el centrum, y finalmente, en el adulto (fig. 35 D), desaparece
cualquier sutura que pudiera revelar el origen individualizado de las

distintas partes.

3.2.2.3. Secuencia de osificacién de la columna vertebral de Pelgbates
cultripes

En cada vértebra, primero aparece el par de centros de osificacién que
origina el arcoc neural. Varios dias después -cinco a temperatura optima-
osifican los dos centros cuya fusién daré lugar al centrum vertebral. Dos
semanas més tarde, hacia la mitad del periodo metamérfico mineraliza el par
de centros que producird el céndilo (ver lamina V D). Finalmente, y sélo en
las vértebras 52, 62, 72 y 828, se distinguen un par de centros, uno a cada
lado de la vértebra, que rapidamente se fusionan con el arco neural y que

pertenecen a las apofisis transversas (ver lamina V B).

Tanto el comienzo de la osificacién de los arcos neurales, como el de
los centra e hipocordio sigue una secuencia de aparicién cefalo-caudal. En

cambio, los céndilos aparecen primero en las vértebras centrales (52 y 623) y



Figura 35.-

- 121 -

Pelobates cultripes. En norma ventral, denominacion de las partes
de la 22 vértebra, y ontogenia de la fusiéon del centrum con el

arco neural (A y B) y del céndilo con el centrum (B, C y D).

A, renacuajo de estadio 43; B, postmetamérfico de un afio; C,
postmetamérfico de un afio y tres meses; D, adulto de cinco afios.
1, centrum; 2, arco neural; 3, céndilo; 4, apéfisis transversa; 5,

prezigapéfisis; 6, postzigapéfisis, y 7, neurapéfisis,
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Osificacién de la columna vertebral. En azul, el cartilago; en

- rojo, el hueso.

A, Pelodytes punctatus; estadio 36 (Gosner, 1960) en norma

dorsal. Se aprecian claramente los pares de centros de
osificacién que constituiran cada centrum, y los pares que daran
lugar a los arcos neurales.

B, Pelobates cultripes; estadio 4% (Gosner, 1%60) en norma
dorsal. La flecha sefiala el centro de osificacién que originara
la apofisis transversa derecha de la séptima vértebra.

C, Pelodytes punctatus; estadic 46 <(Gosner, 1960) en norma
ventral. Los centra se muestran combados anteroposteriormente
desde el estadio 43, produciendo vértebras procélicas ya antes
del fin de la metamorfosis. Se observa el esbozo de articulacién
bicondilar entre el sacro y el urostilo.

D, Pelaobates cultripes; estadio 45 <(Gosner, 1960) en norma
ventral. Los coéndilos osifican independientemente de los centra
y a partir de dos centros de osificacién (segun sefiala la
flecha); al fin de la metamorfosis los sapitos poseen vértebras

anficélicas y condilos libres entre ellas.
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luego siguen en su mineralizacién dos direcciones simultdneamente: cefalica
por un lado y caudal por‘ otro. La osificacién de los procesos transversos
sigue una secuencia caudo-cefélica, apareciendo primero los de la 82 y 72

vértebras y por Gltimo los de la 52 y 62,

El estadio de Gosner y la edad -a 282C- en que se inicia la osificacién
de cada uno de los 36 elementos de la columna vertebral de Pelobates
cultripes se detalla en la tabla 19. Hemos considerado estadio de inicio el
primero a partir del cual al menos el 50% de los ejemplares estudiados

presentaba osificacién. Estos porcentajes se desglosan en la tabla 20.

Los 35 elementos pares y uno impar se fusionan a lo largo del
desarrollo larvario y postmetaméfico produciendo una columna de 10 elementos
libres. La fusién de los pares que constituyen cada centra sucede poco después
de su aparicién, siguiendo una secuencia cefalo-caudal desde la 22 vértebra
hasta la 102, retraséndose la fusién de los dos elementos del centrum del
atlas hasta después de que se hayan fusionado los de la 82 vértebra. El
cierre dorsal de las dos piezas simétricas que forman cada arco neural
comienza en la 82 vértebra en el estadio 40 y continua en ambas direcciones:
cefalica y caudal, a un ritmo variable de unos individuos a otros; al comienzo
del climax metamérfico -estadio 42- sélo el arco neural del atlas y el de las
vértebras 112 y 122 del urostilo contintan abiertos dorsalmente (ver lamina
VI A). La fusién de los dos centros que constituyen cada céndilo se produce
poco después de su aparicién y en la misma secuencia (ver lamina V D). La
fusién de los arcos neurales con sus correspondientes centra se inicia en el
estadio 42; la de las vértebras 102, 112 y 122 con el hipocordio se produce
en el estadio 46 e indica el fin de los cambios metamérficos en la columna
vertebral. La fusién de las apéfisis transversas de las vértebras 82, 72, 62 y
58 con sus arcos neurales correspondientes tiene lugar en la primera semana
después de la metamorfosis. Finalmente, la fusién de cada céndilo con su
vértebra se produce entre el primer y el segundo afio (ver figura 35). En la
tabla 21 se presenta una relacién de la edad y el estadio de desarrollo a que
se producen todos estos acontecimientos, y en la tabla 22 los porcentajes

detallados de cada suceso en la muestra examinada.

Es importante destacar que no se han detectado excepciones en la
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columna vertebral de Pelobates

cultripes, estadio de desarrollo (Gosner, 1960) y edad -a 282 C- a que

se produce cada acontecimiento.

Estadios de Bosner

Edad (dias)

frcos neurales

Centra Céndilos

Procesos transverses

36

37

38

39

40

4y

42

LM

L1

45

4

13 sesana

13.75-16.75
16.75-21.25
21.25-23.87
23.87-24.73
. 75-25.75
25.75-21.73
27.75-29.00
29,00-31.00
31.00-32,33
32.33-33.33
33.33

33.33-40.33

Atlas, V,,V%,V,,
V1Y Y34V, Sacro

v

3o

Atlas,Vz,VB,V4,Q,
qs,v;,vs, Sacro

Hipocordio

Vo

Yy Vg1Yy,

Atlas

Sacro
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Tabla 20.- ‘Peiobates cultripes. Para cada estadio de Gosner y para cada

centro de osificacién, porcentaje de loz invididuos estudiados en que la

osificacién ha comenzado.

ESTADIO GOSNER 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 3B 39 40 41 42 43 44 45 4 13 s,

NQ indiv.estudiados 1 1 I 1 10 10 10 10 10 10 10 8 8 10 9 7 8 10 {0 10 10 10

ATLAS

firca Neural 10 20 10 10 50 100

Centrua 73 100

Céndilo 20 70 100
23 VERTEBRA

Arco Neural 10 20 0 10 50 100

Centrua 79 100

Céndilo 40 B0 90 100
38 VERTEBRA

Arco Neural 20 0 10 50 100

Centrua 75 100

Céndilo 12 40 100
43 VERTEBRA

Arco Neural 30 87 100

Centrus ) 62 100

Céndilo 25 60 100
58 VERTEBRA

fArco Neural 40 87 100

Centrua 50 100

Céndilo 12 40 100

Apéfisis tranversas 30 40 100
63 VERTEBRA

Arco Neural _ 40 87 100

Centrus 37 100

Céndilo 25 60 100

fipbfisis tranversas " _ 10 50 100
72 VERTEBRA

Arco Neural 30 87 100

Centrua 25 100

Cindilo 40 100

Apbfisis tranversas 50 70 100
83 VERTEBRA

Arco Neural 20 75 100

Centrua 25 100

Céndilo 40 100

Apbfisis tranversas 10 &0 80 100
SACRD

firco Neural 50 100

Centrum ’ 12 62 100

Céndilo 10 10 0 30 80
UROSTILO

Arco Neural V 37 80 100

Hipocordio 12 100

Centrua V 40 67 100

Arco Neural V 40 56 100

Arco Neural V A 10 25 10 30 S0
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Tabla 21.- Fusiones de centros de osificacién en el desarrollo de la columna

vertebral de Pelobates cultiripes y estadio de Gosner (1960) a que se
produce cada acontecimienta.

Estadios de Cierre dorsal de Fusidn del par de centros Fusidn del par Otras fusiones
Gosner los arcos neurales de osificacidn que constituye que constituye
cada centrus ' cada céndilo
38 VS,VG,V;,V,, Atlas, Sacro
39

L] Vg,V;, Sacro
4
2 VosVyiVarVa Vs, Vo Centra + Arcos neurales
8 X
" Atlas Vials Vg Vy
15 |
4 Vo +V44#Vsat Hipocordio
13 sea, V” Atlas, Sacro  Apdfisis transversas + Vértebras

fer aio Céndilos + Vértebras
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Tabla 22.- Eelghax_es_gul&upgs_ Para cada estadio de Gosner, porcentaje de

individuos que presentan las fusiones de pares de «centros de

osificacién indicadas.

ESTADIO GOSNER 38 35 36 37 38 39 A0 41 42 43 M4 45 4p 13 s,

N® de indiv. estudiados 10 10 10 8 8 10 9 7 8 10 10 10 10 10
ATLAS

Inicio cierre dorsal arco neural 12 30 &0 80 100

Fusién del par del centrus 25 87 90 100

Fusidn del par del céndilo 20 100
23 VERTEBRA

Arco Neural comienza a cerrarse dorsaleente 11 0 50 100 90 100

Par del centrus fusionado 62 100

Par del céndilo fusionado , 40 60 50 70 100
32 VERTEBRA

Arco Neural comienza a cerrarse dorsalmente 22 43 62 100

Par del centrus fusionado 62 100

Par del céndilo fusionado 12 40 100
43 VERTEBRA

Arco Neural comienza a cerrarse dorsalsente 22 43 87 100

Par del centrus fusionado 50 100

Par del céndilo fusionado 25 40 100
38 VERTEBRA

firco Neural cosienza a cerrarse dorsalaente &4 29 87 100

Par del centrus fusionado 37 100

Par del céndilo fusionado 12 40 100
43 VERTEBRA

Arco Neural comienza a cerrarse dorsalaente 44 57 87 100

Par del centrus fusionado 37 100

Par del céndilo fusionado 23 40 100
72 VERTEBRA

Arco Neural comienza a cerrarse dorsalsente ] 36 57 87 100

Par del centrus fusionado 25 100

Par del céndilo fusionado 40 100
83 VERTEBRA

Arco Neural comienza a cerrarse dorsalsente 56 57 87 100

Par del centrua fusionado 25 100

Par del céndilo fusionado 40 100 100 90 100
SACRO

Arco Neural comienza a cerrarse darsalaente 96 43 87 100

Par del centrua fusionado 62 100

Par del céndilo fusionado 10 10 0 20 50
UROSTILO

firco Neural V cosmienza a fusionarse dorsalsente 29 50 70 70 40 70 100

Par del centrua V fusionado 30 33 29 100 90 100

Arcos Neurales V ,V y V fusionados 30 40 60 100

Arcos Neurales V \V y V fusionados al hipocordio 60 100
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secuencia de osificacion expuesta.

La duracién del proceso de inicio de la osificacién en P. cultiripes,
desde la aparicién del primer centro (a los 13,75 dias) hasta la aparicién del
Gltimo (a los 40,33 dias) es de 24,58 dias a temperatura optima de
crecimiento. Al concluir la metamorfosis <(a los 33,33 dias), en la columna

vertebral s6lo queda un centro sin iniciar la fase de mineralizaciém.

El proceso de fusiones se inicia a los 16,75 dias y se prolonga hasta

el final del primer afio de actividad terrestre.

3.2.2.4. Kalformaciones de la columna vertebral de Pelobates cultripes

De las 64 columnas vertebrales de Pelobates cultripes juveniles vy

adultos examinadas, 19 (29.69%) presentaban una o0 més anomalias. Hemos
comprobado que algunas malformaciones de los procesos transversos y las
variaciones en el nimero de vértebras se detectan en los renacuajos a partir
del estadio 38. Por consiguiente, hemos incrementado nuestra muestra con 82
larvas colectadas en el campo entre los estadios 38 y 46, slete de las cuales

(8.54%) presentaban algin tipo de malformacién.

Dentro de los 10 caracteres diagnosticos de 1la especie, se bhan

detectado anomalias en los siguientes:

1) Variaciéon en el namero de vértebras presacras. Se han encontrado
divergencias en ambas direcciones: el numero de vértebras se incrementa a
nueve (1.22% en renacuajos) porque el sacro se desplaza a la vértebra 102 (ver
lamina VI B), o decrece a siete (2.44% en renacuajos y 12.5% en juveniles y
adultos) porque el atlas se fusiona con la 228 vértebra (en siete adultos) o
porque la 82 vértebra desarrolla diapéfisis sacras asimétricas (en dos

renacuajos y un adulto. Lamina VI O).

2) Atlas fusionado con la segunda vértebra. Se presenta en el 10.94% de los
adultos. Esta anomalia no puede detectarse en renacuajos porque la fusisén de

los céndilos con su centrum tiene lugar durante el primer afio de vida
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Malformaciones de 1la columna vertebral de renacuajos de
Pelabates cultripes. En azul, el cartilago; en rojo, el hueso.

A, columna vertebral normal en norma dorsal (estadio 45); 1la
flecha sefiala el arco neural de 1la duodécima vértebra. En
blanco, el <carbonato calcico almacenado en los sacos
paravertebrales del sistema endolinfatico.

B, nueve vértebras presacras y procesos transversos anormales
en Vs (estadio 42).

C, siete vértebras presacras y sacro asimétrico afectando a Ve
y Vs (estadio 43).

D, sacro asimétrico afectando a Vo y Vio, y procesos

transversos anormales y asimétricos en Vs (estadio 44).






A
C
v
ATLAS + V2
SACRO +
UROSTILO
V9 + V10 +
UROSTILO
D
\ e A
F
V9 + le +
UROSTILO UROSTILO
V9 + UROSTILO
H

Figura 36.— Pelobates culiripes. En norma dorsal, tipos de malformaciones de
la columna vertebral detectadas en adultos. A, fusién del atlas y

la 28 vértebra. B, fusién del sacro y el urostiloe. C y D,
anomalias de las diapéfisis sacras. B y F, presencia de procesos
transversos en el urostilo. G, procesos transversos anormales en
las vértebras presacras anteriores. H, procesos transversos
anormales en las vértebras presacras posteriores. K, arcos

neurales abiertos dorsalmente.
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terrestre. Fig. 36 A.

3) Sacro fusionado con el urostilo. Su porcentaje en la poblacién adulta es
muy alto: 17.19%. No puede detectarse en renacuajos por la misma razén que en

el caso anterior. Ver fig. 36 B, C, D, F y H.

4) Centra vertebrales anficélicos. Es la condicién normal en renacuajos
metamérficos (100%) y en juveniles (99.67%). Todos los adultos poseen centra
de tipo procélico (ver fig. 35 A-D).

9) Anomalias en 1las diapofisis sacras. Se detecta en el 7.32% de los
renacuajos y en el 7.81% de los Jjuveniles y adultos. Es un fenémeno
caracterizado por gran diversidad; en todos los casos el sacro es asimétrico
y lo constituyen, total o parcialmente, dos vértebras: pueden ser la 82 y OB
(observado en dos renacuajos y un adulto. Lamina VI C y fig. 36 H), o la 928 ¥
la 102 (en 4 renacuajos y 4 adultos. Lémina VI D y fig. 36 C y D). Los adultos
con cualquier tipo de malformacién que afecte a la simetria del sacro

presentan, ademéas, el urostilo fusionado con él.

6) Presencia de procesos transversos en el urostilo. Afecta al 4.69% de la
poblacion postmetamérfica (fig. 36 E). En un ejemplar el urostilo anormal
estaba fusionado con el sacro (fig. 36 F). La anomalia no puede detectarse en
renacuajos porque un urostilo, en sentido extricto, no existe hasta el estadio
46 en que los arcos neurales 108, 112 y 122 se fusionan con el hipocordio
(ver tablas 21 y 22); a esto hay que afladir que la osificacién de las apéfisis
transversas de las vértebras postsacras, si las hubiera, tendria que iniciarse
en la primera semana postmetamérfica, al mismo tiempo que la de las vértebras

presacras posteriores.

7) Procesos transversos anormales en las vértebras presacras anteriores. Se
han encontrado en el 2.44% de 1los renacuajos y el 3.12% de los
postmetamérficos. Se ha observado un grado de asimetria importante en ufx
renacuajos (asociado a una asimetria del sacro. Lamina VI D) y en dos adultos
(en uno de ellos afectaba a las vértebras 32 y 42 y el sacro también era
asimétrico. Ver figura 36 G). En el otro renacuajo, la 52 vértebra habia

desarrollado procesos transversos alargados y simétricos, semejantes a los de
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la 42, asociado con el desplazamiento del sacro a la 102 vértebra (lamina VI

B).

8) Procesos transversos anormales en las vértebras presacras posteriores. Se
han detectado diapéfisis sacras asimétricas en 1la 82 vértebra en dos
renacuajos (2.44%) y un adulto (1.56%); en todos los casos se consideré que

esta vértebra formaba parte del sacro. Ver lémina VI C y fig. 36 H.

9) Articulacién sacro-coccigea bicondilar. No se ha detectado en adultos, y en
ningin caso podria detectarse en renacuajos. No puede descartarse su aparicién
pues el céndilo de articulacién se forma por la fusién de dos centros de
osificacién; si esta fusién no se produjera, tendriamos una articulacién
bicondilar. A pesar de que se detecta claramente un céndilo libre entre sacro
y urostilo en la primera semana postmetamérfica (ver tablas 19-22), esta
pleza no alcanza un tamafio semejante al de los céndilos de las vértebras
presacras; en los adultos la superficie de articulacién del centrum del sacro
aparece ligeramente céncava -en vez de convexa- y sélo en la zona dorsal
presenta una miniscula protuberancia que corresponde al céndilo sin

desarrollar.

10) Arcos neurales abiertos dorsalmente. Se ha detectado un adulto (1.56%) con
los arcos neurales del atlas y de la 22 vértebra sin cerrar dorsalmente (fig.
36 K>. La anomalia no puede observarse en renacuajos, pues el cier;re dorsal de
los arcos neurales de las vértebras anteriores tiene lugar bacia el final de

la metamorfosis, en el estadioc 44 (ver tabla 21).

De los individuos con malformaciones, tal como las hemos descrito, tres
renacuajos (42.86%) y seis adultos (31.58%) presentaban una; dos renacuajos
(28.57%) y nueve adultos (47.37%) presentaban dos; otros dos renacuajos
(28.57%) y tres adultos (15.79%) presentaban tres, y finalmente, un adulto

(5.26%) presentaba cinco.

En resumen, el 30% de los juveniles y adultos presenta algun tipo de
anomalia en su columna vertebral. Las més comunes son las . fusiones de
elementos en los segmentos anteriores (atlas con 28 vértebra) y/o posteriores

(sacro con urostilo) de la columna.
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Tabla 23.- Tipos de anomalias de la columna vertebral y frecuencia de las

mismas en los dos ciclos vitales de Pelobates cultripes.

Renacuajos (n= 82) Juveniles y adultos (n= &4)

a) 9 vért, presacras.iivicssisssesesee 1 {10220 suavunennnnnnsne
Variacién en el n?
de vértebras presacras vvisevess b) atlas + Vy...vius no se detectasiiciiiiian,
7 vért.presacras
c) sacro asis, en Vg 2 (2,840) oovinviinnnnnan,
B T N 1 I 1 114 7 T

Sacro fusionado con uroStilo sievsesincincenovrnirnirniensernsiresasases N0 S8 0BLECEAu.esrernssnns

Ano.alias en 1‘5 a) Bg y 9§ vértllllllllllllllllllllll. 2 (2!“1) (IR N NN RN RN NN N NN
diapbfisis SaCras voeveeevranses b) 8y 102 vértiieriiiiiiiiinnnennsns & (BBY) vivvenvannnonens

Presencia de procesos transversos en urostilo vuvivvvsvvavininieiiasines N0 S8 detectasiiaiininies
Procesos transversos anorsales en las vért. presacras anteriores ...ceee 2 (2.081) civevrvnnnsnanse
Procesos transversos anormales en las vért, presacras posteriores vuvvee 2 (2.M1) siviiiiiinniinns
Articulacién sacro-coccigea bicondilar suvessassevsnrenserannnsisecioves N0 58 08EECtA1seasrannnnsns

Arcos neurales abiertos dorsalmente (Atlas y 28 vért.) .iuvvuevvvevensss N0 52 08RCEAMsssannnaaes

0 (00
T (10,94%)

1 (1.56%)

7 (10.940)

11 17.190

1 (1,56%)

4 (6.257)

3 (4,692)

2 (3.120)

1 (1.56%)

0 (0%)

i (1.56%)
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En la muestra estudiada sélo las vértebras 62 y 72 no han registrado

irregularidades.

Las malformaciones de tipo la, 1c, 5, 7 y 8 de la tabla 23 se detectan
tanto en renacuajos como en adultos. Segin se muestra en dicha tabla, los
porcentajes en ambos ciclos vitales de P, cultripes son similares. Por tanto,
podemos deducir que las anomalias de los procesos transversos de las
vértebras, sean presacras o sean asimetrias de las diapéfisis sacras, no

parecen afectar a la viabilidad de los individuos.
3.2.2.5. Comparacién con Pelodytes punctatus y las restantes especies de
Anuros

Vamos a realizar el analisis deteniéndonos en los cinco puntos que nos

parecen mas importantes:

Numero de elementos de la columna.

Kamero de centros de osificacién.

Secuencia de osificacion.

Duracién del proceso de inicio de la osificacién.

Porcentaje de malformaciones en las poblaciones.

En Pelobates cultripes la columna vertebral esta4 constituida por diez
elementos: nueve vértebras (ocho presacras y una sacra) y el urostilo. Este
patréon es el més comin en los anuros. Sobre este patrén adulto, las

variaciones més importantes en cuanto al nimero de elementos son:

- La posesién de diez vértebras (nueve de ellas presacras), circunstancia que
se da en las dos familias consideradas més primitivas: Ascaphidaé y
Leiopelmatidae (Griffiths, 1963; Cannatella, 1985). No podemos dejar de seflalar
que, como anomalia, se han detectado nueve vértebras presacras completas en
dos de las familias més antiguas: Pelobatidae (1.22% de los renacuajos de E.
cultripes estudiados para la elaboracién de esta tesis y un adulto de Spea
intermontanus resefiado por Kluge en 1966) y Discoglossidae (0.41% de los 813
ejemplares de Bombina variegata examinados por Madej, 1965). Las restantes
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familias de anuros presentan ocho vértebras presacras o menos (Kluge &
Farris, 196'9; Lynch, 1973; Cannatella, 1985) y hasta la fecha no se ha
detectado en ninguna especie ni un solo ejemplar con el nimero de vértebras

presacras incrementado a nueve.

- La posesién de menos de nueve vértebras implica casi siempre alguna
anomalia, normalmente la fusién del atlas con la segunda vértebra (10.94% en
la poblacién postmetamérfica de P, culiripes) o de la octava con el sacro (ver
tabla 23). Pipidos, Bufénidos y la extinguida familia Palaeobatrachidae, sin
embargo, se salen de la norma, y este tipo de fusiones se bha fijado
evolutivamente en los géneros Hymenochirus y Pipa de la primera familia
(Cannatella, 1985), y OQOreophrynella, entre otros, en la segunda (Kluge &
Farris, 1969; Lynch, 1973). Sélo se conoce una verdadera reduccién a siete
vértebras presacras por adelantamiento del sacro en cuatro géneros de

Bufénidos: Laurentopbryne, Mertensophrype, Nectophrype y Pelophrypne (Tihen,
1660b y 1965) y en los extinguidos Paleabatrécidos (Spinar, 1972).

- La fusién del sacro y el urostiloc precisamente era un caricter diagnéstico
de la familia Pelobatidae hasta la revisién realizada en esta tesis: en dicha
familia todas las especies, excepto P. cultripes y P. varaldii, presentan
sinostosis sacro-urostilar. De las restantes familias, los Pipidos y algunos
Megéfridos, Microhilidos y Bufénidos (Lynch, 1973) presentan fusién; en las
demas la articulacién del sacro y el urostilo es de tipo sincondrético (sin
cavidad sinovial) en Ascaphus y Leig_pglma.(Cannatella. 1985); monocondilar en
Barbourula y Bombina, y bicondilar en las restantes especies de anuros (Lynch
(1973) y Cannatella (1985), erréneamente, describen la articulacién de
Pelaodytes como monocondilar. Ver lamina V C.

- La presencia de costillas libres en la 28, 32 y 48 vértebras es la condicién
considerada primitiva por todos los autores. En las familias actuales sélo las
presentan los Ascafidos, Leiopelmétidos y Discoglésidos. Los Pipidos
desarrollan costillas independientes al final de la metamorfosis, pero se
fusionan con los procesos transversos durante el desarrollo postmetaméfico y
no se detectan en los adultos. Las restantes familias, incluidas Pelobatidae,

Pelodytidae y Megophryidae, no presentan costillas libres.
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En cuanto al nimero de centros de osificacién, en P. cultripes se han
detectado 36: 35 pares y uno impar. Presentan centros de osificacién bien
diferenciados las siguientes partes de las vértebras: arcos neurales, centra,
céondilos y apéfisis transversas (sélo vértebras 52-82); ademés, hemos de

considerar los diversos centros de osificacién del urostilo.

Cada arco neural se forma al osificar el ‘par de elementos
cartilaginosos que lo origina. Estos elementos aparecen dorsolaterales a la
notocorda, uno a cada lado del tubo neural, crecen rodeandolo y finalmente se
encuentran por encima del mismo en su linea media. El desarrollo de los arcos
neurales de Pelodytes punctatus es semejante al de P. cultripes. No hay
diferencias en cuanto al nimero de centros de osificacién de cada arco neural
entre Pelobates y las restantes especies en las que se ha estudiado el
desarrollo de los mismos con detalle: Rana temporaria, "Bombipator igneus" (=
Bombina bombina) y Bufo melanostictus (Mookerjee, 1931); ZXenopus Jlaevis
(Mookerjee, 1931; Smit, 1953 y 1956); Racophorus maculatus, Microhyla rubra y
Rana afgana (Mookerjee & Das, 1339).

En P, cultripes, cada centrum proviene de la fusién de dos centros de
osificacién situados entre la base de cada hemiarco neural y el dorso de la
notocorda. Del mismo modo se originan los centra en Pelodytes punctatus (ver
lamina V A) y en Xenopus laevis (segin se infiere de las fotografias 2la y
21b del trabajo de Bernasconi, 1951). Estas tres especies tienen en comin que
el desarrollo de sus centra es de tipo epicordal. En la literatura no hemos
encontrado detalles de como se inicila la osificacién de los centra, ni en los
de desarrollo epicofdal ni en los de desarrollo pericordal (condrificacién y
posterior osificacién alrededor de la notocorda, segin definicién de Mookerjee,
1931 y 1936).

Tenemos datos suficientes para adelantar que la osificacién de los
centra en las especies con desarrollo vertebral de tipo epicordal se inicia a
partir de dos ceniros de osificacién simétricos. Estos centros se fusionan
después de su aparicién, mas o menos rapidamente segin las especies. Hemos
observado que la fusién se produce més deprisa en Pelobates cultripes que en
Pelodytes punctatus (ver centrum de la segunda vértebra en la lamina V A). En

cambio, y a pesar de 1la detallada descripcion del desarrollo de tipo
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pericordal que Mookerjee (1931) realiza sobre Rapa temporaria, este autor no
relata con detalle el inicio de la osificacién de los centra. Afortunadamente,
Sedra & Moursi (1958) indican que en Bufo regularis la osificacién de los
centra es pericordal y se inicia en dos puntos dorsales a la notocorda, en la
base de los arcos neurales; y posteriormente dicha osificacién se extiende

alrededor de la notocorda.

En las especies que se suponen estrechamente relacionadas con Pelobates
cultripes, el desarrollo de los centra es de tipo epicordal en P. varaldii
(observaciones propias) y PE. fugcus (Emelianoff, 1925); Scaphiopus holbrookii
(Kluge & Farris, 1969), §. couchii y S, burterii (Cannatella, 1985). Por el
contrario, el desarrollo es de tipo pericordal en: Spea bombifrons y S.
intermontanus (Kluge & Farris, 1969; Cannatella, 1985); Spea hammondii y S.

multiplicatus (Cannatella, 1985); Leptobrachium hasseltii y Megophrys montana
(Kluge & Farris, 1969), y Megophrys major (fotos 2 y 5 en Griffiths, 1963).

Los céndilos, en P, cultripes, osifican a partir de dos centros que se
fusionan réapidamente. Posteriormente, en la etapa subadulta, estos céndilos
que se hallan libres se fusionan con la vértebra situada delante, dando lugar
a vertebras procélicas en los adultos. En P, punctatus la vértebra procélica
se alcanza por un proceso morfogenético distinto: no hay centros de
osificacién en el céndilo. Durante la metomorfosis, a partir del estadio 43,
los centra son diferentes en su extremo cefdlico y caudal, mostrando la pieza
osificada una ligera concavidad en su parte anterior y cierta convexidad en
la posterior; diferencias que se acentian al fin de la metamorfosis: los
recién metamorfoseados presentan vértebras claramente procélicas (comparar
las léminas V C y V D). Los Pelobates de la misma edad e incluso los
individuos de un afio, poseen vértebras anficélicas y entre ellas céndilos
sueltos, condicién que sélo se conocia en Megophryidae (Ramaswami, 1933;
Lynch, 1673) y Myobatrachidae <(Lynch, 1973; Trueb, 1973). A los grupos
anteriores hemos de afiadir el género Scaphiopus, pues al desarticular los
esqueletos de los S. couchii adultos de menor tamafio se nos han desprendido

los condilos de algunas vértebras espontaneamente.

Las especies de las familias Pelobatidae, Megophryidae y Myobatrachidae

son las unicas, entre todos los anurcs, con céndilos libres en algin momento
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de su vida. En nuestra opinién las vértebras procélicas de Pelobates y
Peladytes no pueden considerarse homélogas, puesto que difieren en su

desarrollo.

En P. cultripes los procesos transversos de las vértebras 228, 32, 428 y
sacra osifican como una prolongacién del hemiarcc neural de cada lado. En
este aspecto nuestras observaciones coinciden <con las realizadas por
Emelianoff (1925) sobre P. fuscus. En cambio, las apéfisis de las vértebras
58, 62, 728 y 82 gsifican a partir de centros independientes situados en la
mitad proximal de cada apéfisis, los cuales se fusionan rapidamente con el
arco neural (ver lamina V B). Esta Gltima observacién es nueva en el
desarrollo de los anuros. Hemos hallado una breve referencia al proceso de
condrificacién y osificacién independiente que sufren las apéfisis transversas
de las vértebras presacras posteriores en el desarrollo de Xenopus laevis
(Smit, 1953, 1956), sin ningin comentario sobre su posible importancia
evolutiva; los autores que han trabajado posteriormente en el desarrollo de la
columna vertebral de anuros no mencionan el tema. La importancia de la
osificacién independiente de las apéfisis transversas radica en la posiblidad
de relacionarlas con costillas; puesto que, por analogia con el fésil de esta
linea evolutiva més .antiguo que se conoce (Iriadobatrachus massinoti, del
Tridsico inferior de Madagascar), se supone que los antepasados de los anuros

actuales poseian costillas en todas sus vértebras.

El namero de arcos neurales que entran a formar parte del urostilo en
las especies actuales es poco variable, nosotros hemos encontrado tres en
Pelobates cultripes (ver lamina VI A) y P. varaldii, y dos en Pelaodytes
punctatus (lamina V C). Se han descrito dos arcos neurales en el urostilo de
Rana temporaria, Bufo melanostictus (Mookerjee, 1931), Bufo americanus e Hyla

chrysoscelis (Branham & List, 1979); y tres arcos neurales en Xenapus laevis
(Smit, 1953, 1956; Branham & List, 1979), Ascaphus truei <(Pijk, 196Q),

Pseudacris iriseriata y Rana pipiens (Branham & List, 1979).

El caso de Megophrys major merece una resefia especial. Su urostilo es
proporcionalmente muy largo y presenta una cresta dorsal bien desarrollada
que llega casi hasta el final de su extremo posterior. Segin Griffiths (1956)

posee diecisiete vértebras caudales osificadas en estadios larvarios
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tempranos, que se reabsorben en la metamorfosis. En las fotos 2 y 5 de
Griffiths. (1963) se cuentan sin dificultad 11 plezas osificadas detras del
sacro en un renacuajo de M. maior inmediatamente antes del inicio de la
metamorfosis, segin deducimos del gradoe de osificacién de su craneo y
falanges. No obstante, el autor indica en el texto que son cuatro las
vértebras que se incorporan al urostilo. De confirmarse esto ¢ltimo nos
encontrariamos ante un ejemplo de reabsorcién de piezas osificadas. En
cualquier caso, creemos que el estudio del desarrollo del esqueleto en los
Megéfridos puede afiadir nuevos e interesantes datos a lo conocido hasta la

fecha.

Es posible que exista una relacién positiva entre el numero de arcos
neurales que constituyen el urostilo y la longitud relativa de su cresta

dorsal.

En P, cultripes, ademés de los arcos neurales de las vértebras 102, 112
y 122, osifica y forma parte del urostilo el centrum de la 102 vértebra. No se
ha observado inicio de osificacién en el area de los centra en el urostilo de

Pelodytes.

En cuanto a la secuencia de osificacién, la de Pelodytes punctatus es

préacticamente la misma que la de Pelobates cultripes, como puede verse en la
figura 37 y en la tabla 24. Las diferencias mAs notables se deben a la

ausencia en Pelodytes de los centros que en Pelobates aparecen al final del
desarrollo. Las discrepancias en el momento de inicio de la osificacién en los
centros homélogos son pequefias; en la mayoria Pelodytes resulta més precoz,
con un estadio de Gosner de ventaja, y esto a pesar de que los ejempiares se

criaron en el laboratorio.

De la secuencia de osificacién de la columna vertebral en otras
especies de anuros no hemos encontrado mas que datos parciales de Rana
pipiens (Kemp & Hoyt, 1969) y Xengpus laevis (Smit, 1956). En la primera
especie, las vértebras comienzan a osificar, en direccién cefalo-caudal, en el
estadio IX de la tabla de Taylor & Kollros (1946) equivalente al estadio 34
de Gosner, y el urostilo en el estadio XII (37 de Gosner). En Xenopus laevis
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Figura 37.- Representacién grafica de las secuencias de osificacién de las
columnas vertebrales de Pelobates cultripes y DPelodytes
punctatus. h, hipocordio.



- 143 -

Tabla 24.- Secuencias de osificacién de la columna vertebral de Pelobates

cultripes y Pelodytes punctatus (esta tesis), Xenopus laevis (Smit,
1956) y Rapa pipilens (Kemp & Hoyt, 1969).

Pelobates cultripes Pelodytes punctatus Xenopus laevis Rana pipiens
Centro osif. Est.Gosner Centro osif. Est.Gosner Centro osif. Est.Gosner Centro osif. Est.Gosner
frco Neural Atlas 34 Arco Neural Atlas 35 firco Neural Atlas 34 Arco Neural Atlas 3
fArco Neural V, 36 Arco Neural Vy 3’
Arco Neural V3 34 Arco Neural V, 35
Arco Neural V, 36 Arco Neural V, 33
Arco Neural Vg 37 Arco Neural Vs 35
Arco Neural Vg 37 Arco Neural Vg 35
Arco Neural Vg 3 Arco Neural V3 3
Arco Neural Vg 31 Centrua Atlas 36 Centrus Atlas 7
Centrua Atlas 37 Centrus V, 37
Centrua V, 37 Centrum V, 37
Centrua V, 37 Centrus v, 37
Centrua V, 3 Centrua Vg 3
Arco Neural sacro 37 Centrua Vg 3
Centrua V5 37 Arco Neural Vg 37
Centrus Vg 38 Centrum V, 37
Centrua V; 38 Centrus Vg 37
Centrua Vg 38 Arco Neural sacro 37
frco Neural V,, 38 Arco Neural V,, 37 Urostilo 37
Centrue sacro 38 Centrum sacro 38 Costillas V, -V, 4
Hipocordio 39 Hipocordio 39 Hipacordio L]
Centrus V,o 40 Arco Neural V,, 2
Arco Neural V,, 40
Condilo V4 LM
Condilo Vg LM
Céndilo V, ' 3
Céndilo V, a3
Céndilo V4 H
Céndilo Vg L1
Condilo V4 4
Condilo Atlas 4
Arco Neural V,, 45
Apbfisis transv, Vg 45 Procesos transv. Vg-Vy 44

Apéfisis transv. V3 45
Apbfisis transv. V5 46
Apdfisis transv, Vo &b
Céndilo sacro 13 sea,post.
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la osificacién de los arcos neurales comienza en el atlas en el estadic 54 de
la tabla de 'Nieuwkoop & Faber (1956) (estadio 34 de Gosner), los centra en el
56 (37 de Gosner); las costillas de las vértebras 228-42 en el 58 (41 de
Gosner); el hipocordio en el 60 (42 de Gosner), y los procesos transversos de
las vértebras 52-82 en el 64 (44 de Gosner). Consultar la tabla 24. A pesar
de la escasez de datos, lo poco que se conoce de otras especies coincide
plenamente con la secuencia de osificacién de P. cultiripes descrita en esta

tesis,

En P. cultiripes el tiempo que transcurre desde que aparece el primer
centro de osificacién en la columna hasta que surge el dltimo es de 24,5 dias
a temperatura 6ptima, y en cuanto a etapas del desarrollo, abarca desde el
estadio 36 al 46 de la tabla de Gosner. No tenemos datos de duracién de
Pelodytes punctatus, aunque en esta especie el lapso proporcional de tiempo es
menor y la osificacién se inicia antes: el pfoceso transcurre entre los

estadios 35 y 42.

Las trayectorias ontogenéticas del desarrollo de la columna vertebral
de ambas especies, elaboradas con la misma metodologia que las del craneo
(ver tabla 25), se muestran en la figura 38. Nuevamente la longitud de la
trayectoria de Pelobates es sensiblemente mayor debido, fundamentalmente, a

que su columna posee mas elementos.

En cuanto al porcentaje de individuos con malformaciones en la columna
vertebral, en Pelobates cultripes llega al 30% de los 64 ejemplares estudiados
(Talavera, 1987); en Pelodytes punctatus es del 12.19% (41 individuos
estudiados. Ver figura 39); en Pelobates fuscus es del 10.77% sobre 65
individuos (Adolphi, 1895); en Bombina variegata del 10.70% sobre 813
ejemplares (Madej, 1965); en Bombina bombina del 10.45% sobre 555 ejemplares
(Madej, 1965) y porcentajes menores en los géneros Scaphiopus y Spea. Ver
tabla 26.

Destaca el alto porcentaje de anomalias en P. cultripes, comparado con

los porcentajes en las demés especies. Las anomalias se deben
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Tabla 25.- Para cada estadio de Gosner, longitud media cabeza + cuerpo (LCOC)

y nimero de centros que han iniciado su osificacién en la columna

vertebral de Pelobates cultripes y Pelodytes punctatus.

Pelodytes punctatus Pelobates cultripes
Estadio Gosner Lec (mm) N2 centros Lece (mm) N centros

34 12.43 0

35 13.33 6 24.66 0

36 14.47 8 27.83 4

37 15.06 i8 29.12 14

38 16.14 19 28.94 19

39 17.06 20 30.36 20

40 » 28.85 22

41

42 15.66 21

43 23.19 26

44 23.11 29

45 25.78 33

46 24.07 35

12 sem. 25.49 36
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Figura 38.~ Trayectorias ontogenéticas del proceso de osificacién de las
columnas vertebrales de Pelaobates cultripes y Peladytes
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Tabla 26.- Para las especies seflaladas, autor que realizé el trabajo, numero
de 1individuos estudiados y porcentaje de ejemplares presentando

anomalias en su columna vertebral.

1 de ejempl. 1 de ejespl. con L de ejeapl.
NQ ejespl.  con anomalias anosalias en el sacro con asimetrias
estudiados  en la colusna y/o urostilo en el sacro
Pelobates cultripes b4 29.49 20,31 1.81
{juveniles y adultos)
Talavera (1987)
Pelobates cultripes 82 8.54 - L3
(renacuajos) '
Talavera {1987)
Pelobates fuscus 63 10.77
Adolphi (18995)
Scaphiopus couchii 89 3.3 2.6
Kluge (1944)
Spea haassondii 20 3.00 5.00
Kluge (1944)
Spea bosbifrons 34 2.9 2.9
Kluge (1964)
Pelodytes punctatus 4 12,19 1.32 4,88
Esta tesis
Boabina variegata 813 10,70 10.58 8,76
Hadej (1945)
Boabina boabina 959 10.43 10.45 .1

Madej (1965)
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Figura 39.- Relndxms__p_ummﬁ A, en norma dorsal, columna vertebral normal.
Malformaciones detectadas en adultos: B, fusién del atlas y la 22
vértebra; C, fusion de las vértebras 28 y 32; D, fusién del atlas,
28 y 328 vértebras (este individuo presentaba ademéds la anomalia
*F* en el sacro); E, sacro asimétrico constituido por la fusién de
dos vértebras (92 y 108) y el urostilo; F, sacro asimétrico
constituido por la fusién de tres vértebras (72, 88 y 98) y el
urostilo; G, sacro normal (V) fusionado con wuna vértebra

posisacra completamente desarrollada (Vio) y con el urostilo.
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fundamentalmente a fusiones de elementos en el segmento anterior y/o

posterior de la columna (ver tabla 23 y figura 36 A-H).

Si sélo nos fijamos en las malformaciones que afectan al sacro y/o
urostilo, el porcentaje es del 20.31% en P, cultripes, del 10.77% en P. fuscus y
del 7.32% en Pelodytes punctatus; las cifras son menores en las restantes

especies. Y si atendemos al porcentaje de ejemplares con asimetrias en el
sacro -que siempre implican la participacién en el mismo de dos vértebras-,

encontramos afectados al 7.81% de los renacuajos y al 7.32% de los adultos de

P. cultripes, al 6.76% de las Bombina variegata, al 5.77% de las B. bombipa y
al 4.88% de los Pelodytes punctatus. Nuevamente la especie P._cultripes

presenta los porcentajes mé&s altos de malformaciones, y ademés, se da la
circunstancia de que las asimetrias del sacro no parecen afectar a la
viabilidad de los individuos, pues su porcentaje es semejante en renacuajos y

en adultos.

Resaltamos estos resultados porque ya Zweifel (1956) encontré que la
frecuencia de anomalias en el sacro era mayor en los Pelobatidos fésiles del
Terciario de Norteamérica que en las formas actuales (géneros Scaphiopus y
Spea), y Tihen (1960) postulé que los primeros pelobatidos, y especificamente
los progenitores del complejo Scaphiopus-Spea, habrian exhibido una variacién
vertebral considerable. Si aceptamos que las especies ancestrales de anuros
debian presentar gran variabilidad en los caracteres de su columna vertebral,
y dado que la proporcién de P, cultripes con alguna anomalia rebasa con mucho

los porcentajes conocidos en cualquier otro taxon actual, esta peculiaridad
parece una buena evidencia de la condicién primitiva de Pelobates cultripes.
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3.2.3. NIENBRO ANTERIOR Y CINTURA ESCAPULAR

3.2.3.1. Descripciéon del miembro anterior y de la cintura escapular

adulta de Pelobates cultripes

El miembro anterior de Pelobates cultripes est4 constituido por dos

huesos largos, diez elementos carpales, cuatro metacarpianos y diez falanges,

cuya férmula es: 2, 2, 3, 3.

La cintura escapular se compone de un hueso ventral medial, el esternén,
y cuatro plezas oseas pares: escédpula y cleitro (dorsales), y clavicula y
coracoides (ventrales). Es de tipo arcifero, segin definicién de Griffiths
(1963). Este tipo se caracteriza porque los cartilagos epicoracoideos son
relativamente anchos; en su parte anterior se encuentran unidos por un
discreto puente precoracoideo y en su parte posterior permanecen libres,
solapandose uno sobre otro medialmente. Al mismo tiempo, claviculas y

coracoides forman entre si &ngulos divergentes.

En la figura 40 se muestra la morfologia adulta, posicién anatémica y
denominacién de los huesos del miembro anterior y cintura de E. cultripes. En
la cintura escapular utilizamos la nomenclatura de Griffiths (1963); en el
carpo adulto, la de Howes & Ridewood (1888) modificada, y en el desarrollo
del carpo, la de Holgrem (1933).

3.2.3.2. Becuencia de osificacién del miembro anterior y cintura

escapular de Pelobates cultripes

La secuencia de osificacién de los 31 huesos (30 pares y uno medial)
del miembro anterior y cintura escapular de P. cultripes la dividimos en tres

etapas, para mayor claridad en la exposicién:

En la primera, de los siete elementos del brazo y la cintura escapular,
sels comienzan su osificacién entre los estadios 38 y 39 de la tabla de

Gosner (1960), en el siguiente orden: hamero, escapula, ulna y radio, cleitro,



Figura 40.-

Morfologia, posicién anatémica y denominacién de los huesos del
miembro anterior y cintura escapular de Pelobates culiripes. En
negro, el hueso; en blanco, el cartilage. 1, himero; 2, escéapula; 3,
radioulna; 4, cleitro; 5, clavicula; 6, coracoides; 7, esternén; 8,
supraescépula; 9, omoesternén; 10, cartilago epicoracoideo; 11,
postaxialcentral; 12, preaxialcentral; 13, radial; 14, carpal 3; 15,
ulpar; 16, prepollex 1; 17, prepollex 2; 18, carpal 2; 19,
subulnar; 20, carpal 1, y 21, metacarpiano del dedo I.
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clavicula y coracoides; mientras que el Gltimo elemento, el esternén, osifica
en la primera semana después de la metamorfosis. A continuacién, describimos

los detalles del desarrollo més interesantes:

~ El homero es el primer elemento en condrificar en el estadio 31 (figura 41

A). Y el primero en osificar en el estadio 38.

- La radioulna se constituye por la fusién de dos elementos que condrifican
por separado durante el desarrollo (figura 41 A - E). El radio y la ulna
comienzan a osificar al mismo tiempo (estadio 38; figura 42 A ), pero
independientemente, y es a lo largo de este proceso cuando se produce la
fusién de las zonas osificadas de las dos pilezas, aumentando la longitud

fusionada a la par que la osificacion avanza. Ver lamina VII.

~ La escapula y el cleitro provienen de la misma pieza cartilaginosa que
aparece en el estadio 32 (figura 41 A - D)y comienza a osificar en dos puntos
distintos en el estadio 38. El primero daréd lugar a la escapula y el segundo
al cleitro; ambos centros de osificacién no llegan a ponerse en contacto y el

dique cartilaginoso que los separa no funciona como una articulacién.

- Los dos rudimentos cartilaginos que se prolongan desde la cavidad glenoidea
ventralmente, se acaban uniendo medialmente en el estadio 38. La osificacién
alrededor del rudimento mé&s anterior daréd lugar a la clavicula, en el estadio
38, y la del elemento porterior al coracoides, en el estadio 39. El é&rea
cartilaginosa que une los dos huesos medialmente permanece sin osificar toda

la vida y recibe el nombre de cartilago epicoracoideo. Ver figura 40.

- El elemento prezonal ({(omoesternén) y el postzonal (esternén), condrifican
independientemente durante la metamorfosis, en los estadios 45 y 43,
respectivamente. En P. cultripes, el primero de ellos nunca llega a osificar y

el segundo lo hace en la primera semana después de concluir la metamorfosis.

Con las peculiaridades sefialadas, los huesos del brazo y cintura
escapular de P, cultripes comienzan su osificacién en la misma secuencia en
que comenzaron a condrificar. El estadio de Gosner en que se produce cada

acontecimiento se resefla en la tabla 27. En la tabla 28 se detalla el
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Lamina VII.- Desarrollc del carpo de Pelobates cultripes. En azul, el
cartilago; en rojo, el hueso. A, estadioc 36; B, estadio 37; C,

| estadio 39; D, estadio 46. U, ulna; IV, cuarto metacarpiano; 1,

primer centro de osificacién del carpo (= postaxialcentral); 2,

segundo centro de osificacién del carpo (= preaxialcentral).
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Figura 41.- Secuencia de condrificacién del miembro anterior y cintura
escapular de Pelobates culiripes, entre los estadios 35 y 38. A y
B, estadio 35; C y D, estadio 36; E, F, G y H, estadio 37; K,
estadio 38. ca, clavicula; cl, cleitro; co, coracoides; e, escapula;
h, hdmero; r, radio; u, ulna; iv, cuarto metacarpiano; iii, tercer
metacarpiano. 1, radial; 2, central 4; 3, ulnar; 4, carpal 3; 5,
central 1; 6, pisiforme; 7, intermedio; 8, central 3; 9, carpal 2;
10, central 2; 11, elemento Y; 12, carpal 1; 13, prepollex 1, y 16,

subulnar.



Figura 42.-

Pelobates cultripes. Aparicién y fusién de los elementos del

carpo, y secuencia de osificacién de metacarpianos y falanges,
entre los estadios 38 y 42. En blanco, el cartilago; en negro, el
hueso. A, estadio 38; B, estadio 39; C, estadio 40, y D, estadio
42. 14, carpal 5; 15, prepollex 2; 17, prepollex 3. Restantes

abreviaturas como en la figura 41.
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Tabla 27.- Pelobates cultripes. Secuencia de condrificacién y de osificacién

del brazo y cintura escapular,

sefialando el estadio de desarrollo

(Gosner, 1960) en que se produce cada acontecimiento.

Himero

Escédpula-Cleitro

Ulna

Radio

Coracoides

Clavicula

Esternén

Omoesternén

SECUENCIA DE OSIFICACION

(final)

Hueso Est. Gosner
Hamero 28
Escépula 38

Ulna 38

Radio 28
Cleitro 38
Clavicula I8
Coracoides 39
Esternén 138 semana post.
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Tabla 28;;'Eelobaﬁea_;adixipga. Para cada estadio de desarrollo y para cada

hueso,

porcentaje

de

los

individuos

estudiados

que presentaba

mineralizacién (determinada por tincién con alizarina roja S).

ESTADIO GOSNER 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 446 13s 23s 12a Ad
N2 EJMFL. EXAMINADOS 10 9 8 10 9 6 8 9 10 10 10 9 1 2 45
HUMERD 10 100

ESCAPULA 75 100

ULNA 62 100

RADIO 62 100

CLEITRO 62 100

CLAVICULA 62 90 100

CORACOIDES 25 80 100

ESTERNON 30 89 100
METACARPIANO III 12 70 100

METACARPIANO IV 12 60 100

FALANGE III.1 12 40 100

METACARPIAND I1I 12 40 100

METACARPIAND 1 40 100

FALANGE II.1 30 78 83 87 100

FALANGE IV.1 20 78 B3 87 100

FALANGE III.2 20 67 &7 87 100

FALANGE IV.2 10 33 &7 87 100

FALANGE I.1 44 &7 87 100

FALANGE III.3 33 &7 87 89 100

FALANGE II.2 33 67 87 89 100

FALANGE IV.3 33 &7 87 B89 100

FALANGE 1.2 33 67 87 89 100

POSTAXIALCENTRAL 10 60 100
PREAXIALCENTRAL 10 20 78 100

RADIAL 20 0 56 100

CARPAL 3 44 100

ULNAR 0 100
PREPOLLEX 1 96
PREPOLLEX 2 91
CARPAL 2 87
SUBULNAR 87
CARPAL 1 80
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porcentaje de individuos que presentaba osificacion, para cada estadio de

desarrollo y para cada hueso.

La segunda etapa de la osificacién del miembro anterior esta
constituida por la mineralizacién de metacarpianos y falanges. El proceso se
inicia en 1los catorce huesos entre los estadios 39 y 41. Durante 1la
metamorfosis. no se produce ninguna novedad digna de ser resefiada; en los
huesos aumenta el porcentaje de diadfisis osificada, a la vez que se produce

crecimiento en longitud.

La secuencia de condrificacién de 1los huesos de 1los dedos es
practicamente la misma que la de osificacién. El primer elemento en
condrificar y posteriormente en osificar es el metacarpianoc del tercer dedo
(I11>, seguido del metacarpianoc IV, inmediatamente después aparece el
metacarpiaho II y la primera falange del tercer dedo (III.1); en una secuencia
radial que tiene por eje principal este dedo, aparecen 1los restantes
metacarpianos y falanges. En 1la tabla 29 se relacionan por orden de
condrificacién y osificacién todos los huesos. Los elementos ligados con una
llave inician su osificacién a la vez. En la figura 41 se han dibujado .los
rudimentos cartilaginosos que aparecen sucesivamente entre los estadios de
desarrollo 35 y 38, y en la figura 42 las piezas que van iniciando su
osificacion entre los estadios 39 y 41. N

La tercera etapa comprende la osificacién de los diez huesos del carpo.
Se inicia en el estadio 46, al finalizar la metamorfdsis, y se prolonga hasta

bien entrada la edad adulta.

Nombramos los huesos del carpo de Pelobates culirjpes igual que Howes
& Ridewood (1988), pero los carpalia los numeramos del 1 al 3, en vez del 2

al 4, y describimos por primera vez un hueso nuevo en el carpo: el subulnar.

Ver figura 40.

La secuencia en que osifican es la siguiente: postaxialcentral,
preaxialcentral, radial, carpal 3, ulnar, prepollex 1, prepollex 2, carpal 2,

subulnar y carpal 1.
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Tabla 29.-. Pelobates cultripes. Secuencia de condrificacién y de osificacién
de los metacarpianos y falanges, y estadio de desarrollo (Gosner, 1960)

en que se produce cada acontecimiento.

SECUENCIA DE CONDRIFICACION SECUENCIA DE OSIFICACION
Estadio Gosner ' Estadio Gosner
Metacarpiano III 36 Metacarpiano III 29
Metacarpiano IV 36 Metacarpiano IV 39
Metacarpiano II 37 Falange III.1 40
Falange III.1 37 Metacarpiano II 40
Metacarpiano I 37 Metacarpiano 1 40
Falange IV.I 37 Falange II.1 40
Falange II.1 37 Falange IV.1 40
Falange III.2 37 Falange III.Z2 40
Falange IV.2 37 Falange IV.2 41
Falange I.1 37 Falange I.1 41
Falange III.3 38 Falange III.3 41
Falange II.2 38 Falange I11.2 41
Falange I.2 38 Falange IV.3 41

Falange IV.3 38 Falange 1.2 41
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La ontogenia de cada hueso del carpo es complicada y aunque todos
osifican a partir de un solo centro, seis de ellos provienen de la fusién de

dos o m&s esbozos cartilaginosos.

- El postaxialcentral, es el primero en osificar (estadio 46; figura 43 A) y
el segundo elemento en condrificar. El rudimento principal y de mayor tamafio
corresponde al central 4 de Holgrem (1933) y aparece en el estadio 36 (figura
41 B y C, y lamina VII A). El otro esbozo cartilaginoso que lo constituye fue
denominado carpal 5 por Emery (1894) y aparece en el estadio 38 (figura 42 B
y lamina VII C). Ambos se unen entre los estadios 40 y 41 (figura 42 D).

- El preaxialcentral, es el segundo elemento en osificar en la primera semana
después de la metamorfosis (figura 43 B). Proviene de la fusién de dos piezas
cartilaginosas, una dorsal y otra ventral: los elementos Y y C=z de
Schmalhausen (1907) y Holgrem (1933). Las dos condensaciones aparecen en el

estadio 37 y se fusionan en el 38. Ver figura 41 F y G, y lamina VII B.

- El radial es el tercer hueso en osificar (12 semana postmetamérfica; figura
43 C), procede de la fusién de tres elementos cartilaginosos. El radial, que
aparece el primero (est. 35; figura 41 B), el central 1 (est. 36; figura 41 D y
lamina VII A), y el intermedio (est. 37; figura 41 E y lamina VII B)).
Normalmente, se fusiona el intermedio con el radial en el estadio 38 (figura
42 B y lamina VII C) y después a este complejo se incorpora el central en el
estadio 39 (figura 42 C y lamina VII D); sin embargo, hemos encontrado
ejemplares en el estadio 38 en que la fusién de los tres elementos ya se
habia producido (figura 41 K y 42 A).

- El carpal 3 osifica en cuarto lugar (12 semana postmetamérfica; figura 43
D). Condrifica a partir de dos esbozos cartilaginosos; el primero (carpal 3)
aparece en el estadio 36 (figura 41 D y lamina VII A) y el segundo en el
estadio 37 (central 3; figura 41 F y lamina VII B), fusionaAndose ambos
rapidamente en ese mismo estadio (figura 41 G). Prueba de la rapidez con que
se produce la fusién es que de nueve carpos en ese estadio examinados sélo en

uno se encontraban ambos elementos separados.

- El vulnar osifica en quinto lugar en la segunda semana postmetamérfica



Figura 43.-

Pelgbates cultripes. Secuencia de osificacién de los huesos del

carpo. En blanco, el cartilago; en negro, el hueso. A, estadio 46;
B, C y D, primera semana postmetamérfica; E, segunda semana
postmetamérfica; F, G, H, J y K, adultos. U, ulna; IV, cuarto
metacarpiano; 1, postaxialcentral 2, preaxialcentral; 3, radial; 4,
carpal 3; 5, ulnar; 6, prepollex 1; 7, prepollex 2; 8, carpal 2; 9,

subulnar, y 10, carpal 1.
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(figura 43 E) y proviene de la fusién de dos elementos cartilaginosos
completamente superpuestos: uno que aparece en el estadio 36 en la cara
dorsal, llamado ulnar (figura 41 D y lamina VII A), y otro que aparece en el
estadio 37 en la cara ventral y que Emery (1894) llamé .pisiforme (figura 41 E
y lamina VII B). Ambos se fusionan en el estadio 39 (figura 42 B y lamina VII
.

Estos cinco elementos forman el cuerpo principal del carpo. Inician su
osificacién entre el fin de la metamorfosis y los 10 dias siguientes. Sélo se
han detectado dos alteraciones de la secuencia descrita, después de examinar
10 B, cultripes de estadio 45, 10 de estadio 46, 9 de una semana de edad, uno
de dos semanas, dos de dos meses (estos criados en el laboratorio), dos de un
afio y 45 adultos. En un renacuajo de estadio 45 estaba osificando el radial en
una mano, sin que hubieran iniciado su osificacién ni el postaxial central ni
el preaxialcentral que lo precenden en la secuencia; mientras que en la otra
mano no habia comenzado la osificacién en ningiun hueso. En un recién
metamorfoseado la osificacién habia comenzado en el postaxialcentral, el

radial y el ulnar, habiéndose "saltado" el preaxialcentral y el carpal 3.

En los cinco huesos restantes, la secuencia de osificacién sufre también
ligeras alteraciones respecto a la de condrificacién. Condrifican en el
siguiente orden: carpal 2, carpal 1 y prepollex 1 (estadio 37; figura 41 F y
K, y lémina VII B)); prepollex 2 y subulnar (estadio 38; figura 42 A y B, y
lamina VII C) y prepollex 3 (estadio 40; figura 42 C). Este ultimo se fusiona
con el prepollex 2 en el estadio 41. Las cinco piezas inician su osificacién
después de la madurez sexual, en un orden ligeramente alterado: prepollex 1,

prepollex 2, carpal 2, subulnar y carpal 1. Ver figura 43 F - K.

Hemos encontrado un individuo en que esta secuencia estaba alterada; el
subulnar habia comenzado su osificacién, sin que se hubiera iniciado la del

carpal 2.

En la tabla 30 se resume la secuencia y el estadio de desarrollo en que
condrifican y osifican los elementos del carpo. Es importante resaltar que
ambas secuencias no coinciden. Ademas, durante el proceso de condrificacién,

las piezas del carpo condrifican unas antes, otras a la vez y otras
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Tabla 30.- ‘Pelobates cultripes. Secuencia de condrificacién y de osificacién

del carpo y estadio de desarrollo (Gosner, 1960) en que se produce cada

acontecimiento.
SECUENCIA DE Estadio de SECUENCIA DE Edad
CONDRIFICACION Gosner OSIFICACION
Radial 35 Postaxialcentral Estadio 46
Central 4 35 Preaxialcentral 12 gem. post.
Ulnar 35 Radial 18 sem. post.
Carpal 3 36 Carpal 3 12 sem. post.
Central 1 36 Ulnar 22 sem. post.
Pisiforme 37
Intermedio 37 Prepollex 1 ‘ adulto
Central 3 37 Prepolley 2 "
Carpal 2 37 Carpal 2 "
Central 2 37 Subulnar "
Elemento Y 37 Carpal 1 "
Carpal 1 37
Prepollex 1 ' 37
Carpal S 38
Prepollex 2 38
Subulnar 38
Prepollex 3 40
FUSIONES Estadio de
Gosner
Central 3 + Carpal 3 37
Central 2 + Elemento Y 38
Radial + Intermedio + Central i 39
Ulnar + Pisiforme 39
Central 4 + Carpal 5 41
Prepollex 2 + Prepollex 3 41

Subulnar + Epifisis Radioulna 41
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inmediatamente después (ej. carpal 1) que los metacarpianos que sostienen; sin

embargo, a la hora de osificar se retrasan muchisimo respecto a ellos.

Hay dimorfismo sexual en el inicio de la osificacién del segundo grupo
de huesos del carpo. En los machos osifican antes que en las hembras. En la
poblacién de Madrid, las diferencias entre ambos sexos en las distribuciones
del nimero de elementos osificados en el carpo han resultado altamente
significativas (test de la U de Mann-Vitney: n: = 15; n= = 14; U = 151.00; P =
0.01>; los histogramas correspondientes se presentan en la figura 44. Sélo
hemos encontrado un macho de pequefio tamafio (LCC = 60 mm) y cuatro afios de
edad, al que todavia faltaban por osificar los tres ultimos huesos; otro macho
de tres afios, pero de mayor tamafio (LCC = 74 mm) tenia ya todos los huesos

osificados.

En machos no hay correlacién significativa entre edad y ntmerc de
elementos osificados (rs = 0.3797; n = 15; S = 347,37; P > 0.05); y tampoco la
hay entre LCC y nimero de huesos (rs = 0.4357; n = 15; S = 316.01; P > 0.05).
Ver figuras 45 y 46.

En las bembras existe correlacién muy altamente significativa en ambos
supuestos, siendo mayor el coeficiente de correlacién entre el ntmero de
elementos osificados del carpo y el tamafio (rs = 0..8137; n=14; S =8477; P
< 0.001) que entre éste nimero y la edad (rs = 0.7458; n = 14; S = 115.66; P <
0.001). Ver figuras 45 y 46.

En la poblacién portuguesa, todos los machos estudiados (n = 11) tenian
todas las piezas del carpo osificadas, atn el mas joven (3 afios) y de menor
tamafio (LCC = 59 mm). Dado el escaso nimero de hembras (n = 4), los
resultados no se pueden elaborar estadisticamente, pero a la méas pequefia (LCC

= 65 mm) y mas jéven (3 afios) le faltaban dos elementos por osificar.

En P. cultripes, el inicio de la osificacién en la cintura escapular,
himero y radioulna emplea 19 dias a temperatura éptima de crecimiento, entre
los estadios 38 (21.25 dias) y el fin de la 12 semana postmetamérfica (40.33

dias).
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Figura 46.- Pelobates culiripes. Nomero de elementos del carpo osificados en

relacién con el tamafio (LCC), en la poblacién de Madrid.
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Tabla 31.- Pelobates cultripes. Numero de elementos osificados en el carpo en

relacién con el tamafio (LCC) y con la edad en juveniles y adultos de la
poblacién de Madrid.

NG elementos i Juveniles i Adul tos
osificados i i Machos Hembras
en el carpo i LCC Edad i LCC Edad L.cC Edad
i
5 ] 41 i i i i 37 S
S i 52 i 1 i i &4 3
6 i i i 72 4
[ i i i 73 2
7 i ] 60 i 4 i
8 ] i i 81 Q
9 i } i 74 5
9 i i i 82 4
10 i i 74 | 3 i 77 10
i i 76 8 i 79 i 8
i i 76 + 10 i 89 i 10
] i 78 8 i 85 i il
i i 79 i 8 i B& i 8
] i 80 i+ 12 i b i 8
i i 82 1 9 1 101 8
i i 83 i 6 i }
i i 83 i 7 i i
i i 83 i 9 i i
i i 85 i 7 i i
i i 89 8 i ]
i i 87 i 8 i i
i ] 87 Q i |
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La osificacién se inicia en metacarpianos y falanges entre los estadios
39 (23.87 dias de edad a 282 C) y fin del 41 (27.75 dias); empleando el

proceso, por término medio, 3.88 dias.

Los cinco huesos principales del carpo: postaxialcentral,
preaxialcentral, carpal 3, radial y ulnar osifican entre el fin de la
metamorfosis (estadic 46) y los diez dias siguientes. Y los cinco huesos
periféricos (prepollex 1, prepollex 2, carpal 2, subulnar y carpal 1)
comienzan a osificar después de la madurez sexual. En los machos, la
osificacién se ha iniciado en todos ellos a los tres afios de edad, si se ha
alcanzado el tamafio critico de 74 mm; mientras que en las hembras el proceso

se alarga bhasta los 8 o 10 afios de edad, como puede verse en la tabla 31.

Tenemos que resaltar que en todos los ejemplares de P, cultripes
examinados los elementos del carpo fueron diez, sin que se haya registrado ni
una sola fusién o alteracién del patrén basico. Por tanto, la variabilidad en
cuanto al nimero de elementos del carpo de P. cultripes, hasta el momento, es
inexistente, concentréndose las diferencias en el estado de osificacién de los

mismos.

3.2.3.2. Comparacién con Pelodytes punctatus y otras especies de
Anuros

Vamos a comparar los tres segmentos en que bemos dividido la cintura
escapular y. el miembro anterior por separado, atendiendo a las siguientes

caracteristicas:

Nimero de elementos en el adulto.

Nimero de centros de condrificacién y/o osificacién.
Secuencia de osificacién.

Duracién del proceso de inicio de la osificacién.

Frecuencia de malformaciones.



- 171 -

Cintura escapular y brazo

En Pelobates culiripes, la cintura escapular consta de nueve huesos:
cuatro pares y uno medial. El mismo nimerc de elementos se halla presente en

las otras tres especies del génera.

Los otros dos géneros vivientes de la familia Pelobatidae, Scaphiopus y
Spea, se caracterizan por la ausencia de osificacién en el esterndén, que

permanece cartilaginoso toda la vida.

Tanto Leptobrachium basseltii como Megophrys montapna poseen esternén
éseo. Y lo mismo podemos decir de Pelodytes punctatus y E. caucasicus.

En cuanto al nimero de centros de osificacién de la cintura escapular,

himera, radio y ulna, no hemos observado ninguna diferencia en Pelodytes

punctatus respecto a Pelobates cultripes.

En cambio, detectamos dos alteraciones en la secuencia en que se
produce el inicio de la osificacién. En Pelodytes, la escapula se retrasa hasta
después de que el radio y la ulna han 'comenzado su mineralizacién, y el
coracoides inicia su osificacién antes de que lo hagan el cleitro y la
clavicula. En la literatura, s6lo existen datos parciales de la secuencia de
osificacién de dos especies: Xenopus laevis y Rana pipiens. Van Pletzen (1956)
seflala que el coracoides, el himero y la radioulna comienzan a osificar en el
estadio 56 de la tabla normal de Xengpus (37 de la de Gosner), y la escépula,
el cleitro y la clavicula en el 58 (41 de Gosner). Frente a la secuencia
patréon de P. culiripes, destaca el gran adelanto en la osificacién del
coracoides y el considerable retraso de la escépula. Kemp & Hoyt (1969
indican que en Rana pipiens el himero comienza a osificar en el estadio XI
(36 de Gosner) de su tabla normal; la escapula inicia su osificacién después
del radio y la ulna, y el cleitro después del coracoides y la clavicula. Los
detalles de la comparacién de secuencias entre las cuatro especies se pueden

consultar en la tabla 32.

En cuanto a la duracién del inicio de la osificacién, en P. cultripes

los elementos pares de este segmento osifican entre los estadios 38 y 389,
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Tabla 32.- - Secuencias de osificacién y estadios de desarrollo (Gosner, 1960)
en que se inicia la mineralizacién del brazoc y cintura escapular en
Pelobates cultripes y Pelodytes punctatus <(esta tesis), Xenopus laevis
(van Pletzen, 1956) y Rana pipiens <(Kemp & Hoyt, 1969). Entre
paréntesis, estadios de desarrollo de las tablas normales de Xenopus
laevis (Niewkoop & Faber, 1956) y Rana pipiens <(Taylor & Kollros,
1646). '
Pelobates cultripes Pelodytesv punctatus Xenopus laevis Rana pipiens

n =177 n = 159 . n=162
Hdaero 38 Himero 37 Hdmero 37 (= 54) Himero 36 (=X
Escdpula 38 Radio 37 Coracoides 37 ' Radio 37 (= X1
Ulna 38 Ulna 37 Radio 37 . Ulna o
Radio 38 Escdpula 38 Ulna 3 . Escdpula 38 (= XIIN
Cleitro 38 Coracoides 38 Escdpula 41 (= 58) Coracoides 8
Clavicula 38 Cleitro 38 Cleitro 41 ' Clavicula 39 (= X1V)
Coracoides 39 Clavicula 38 Clavicula 41 ' Cleitro ¥
Esternén 12 ses,  Esternén fer mes  Esternén no osifica Esternén 4 (= XXV}

Owoesternén no osif. Omoesternén no osif, Omoesternén * Onoesterndn 46 °
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empleando en el proceso 3.5 dias, que se incrementan a 19 si incluimos la
osificacién - del esternén. En Pelodytes punctatus la osificacién de 1los
elementos pares se inicia antes, entre los estadios 37 y 38, y termina més
tarde, aproximadamente un mes después de la metamorfosis (a las dos semanas
de éoncluida ésta, so6lo el 20% de los ejemplares examinados presentaba el
esternén osificado). En Zenopus Jlaevis (van Pletzen, 1956), el proceso
transcurre entre los estadios 37 y 41 (56 y 58 de la tabla normal de
Xenopus), ya que en este género el esternén permanece cartilaginoso en el
adulto (Cannatella, 1985). En Rana pipiens (Kemp & Hoyt, 1969, la
mineralizacién de los nueve huesos de la cintura escapular y brazo se inicia

entre los estadios 36 y 46 (XI y XXV de la tabla normal de R, pipiens).

Metacarpianos y falanges

En P, cultripes, la mano consta de cuatro dedos, con las siguientes
falanges: 2, 2, 3, 3; por tanto, junto con los metacarpianos, suman 14 huesos.
El mismo nimero de elementos se encuentra en todas las especies de las
familias Pelobatidae, Pelodytidae y Megophryidae. Y ésta es la férmula general
en la mayoria de las especies de Anuros, salvando algunos Hilidos,
Microhilidos y Racoféridos con falanges intercalares antes de la uUltima de
cada dedo (Lynch, 1973).

Tanto los metacarpianos como las falanges osifican a partir de un sélo
centro situado en la parte media de la diafisis, exceptuando las falanges
terminales que comienzan a osificar por su extremo distal. No hay centros de
osificacién secundarios en las epifisis. Sin embargo, Leptobrachium hasseltii
mostraba los cartilagos epifisarios de todos sus huesos largos, incluidas las
falanges, fuertemente calcificados " (ver figura 49 B y C). En Pelodytes
punctatus, los metacarpianos y falanges osifican a partir de un solo centro,
igual que en P, cultripes; en Pelodytes, los machos adultos muestran
excrecencias é6seas en la diafisis del metacarpiano del primer dedo, a veces
también en las epifisis, y ya més raramente algunos ejemplares las
presentaban también en la diafisis del metacarpiano del segundo dedo. Estos
refuerzos parece ser que ayudan a la inserciéon de la musculatura adicional que

caracteriza los miembros anteriores de los machos de muchas especies de
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anuros (Trueb, 1973).

En cuanto a la secuencia de osificacién, Pelodytes punctatus presenta

dos alteraciones respecto al modelo seguido por Eelgbatgs_gul;nipgs_ la
primera falange del dedo IV osifica antes que los metacarpianos II y I, y la

primera falange del dedo II osifica antes que el metacarpiano del dedo I.
Consultar la tabla 33. Las falanges terminales osifican en la misma secuencia
en ambas especies. No existen datos de la secuencia de osificacién de los
dedos de ninguna otra especie de anuro, exceptuando la indicacién de Kemp &
Hoyt (1969) sobre Rana pipiens. Dichos autores seflalan que la mineralizacién
de sus metacarpianos se inicia en el estadio XIII (38 de Gosner) y la de sus

falanges en el estadio XIV (39 de Gosner).

La duracién media del proceso en P, culiripes es de 3.88 dias a 282 C,
entre los estadios 39 y 41. En Pelodytes punctatus el proceso se inicia
igualmente en el estadio 39, pero en nuestros renacuajos de 1laboratorio
finaliza mucho més tarde, en el estadio 45; sin embargo, el unico renacuajo de
estadio 41 criado en el campo que hemos podido estudiar, presentaba sefiales
de osificacién en todas las falanges excepto en las terminales. Esto nos hace
suponer que en condiciones naturales, en Pelodytes, al igual que en Pelobates,
la osificacién se debe haber iniciado en todas la falanges al alcanzar el
climax metamérfico. En Xenopus laevis, van Pletzen (1956) afirma que todos
los metacarpianos y falanges han iniciado su osificacién en el estadio 58 (41

de Gosner).

Carpo

El carpo de P. cultripes estd constituido por diez huesos. Diez huesos
presentan también P. varaldii, P. fuscus y P. syriacus (figura 47 A, B, C y D).
Scaphiopus couchil presenta once huesos, el elemento adicional corresponde a
la 32 falange del prepollex, que incluia un pequefio centro de osificacién en
su base en cuatro de 1los nueve individuos examinados; el subulnar se
encontraba osificado en cinco ejemplares (figura 47 E). Ni el prepollex 3 ni
el subulnar se han detectado en 1los diez Spea multiplicatus examinados
(figura 47 F),
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Tabla 33.- Secuencia de osificacién y estadio de desarrollo (Gosner, 1960) en

que se inicia la mineralizacién

de los metacarpianos y las falanges de

Pelobates cultripes y Pelodytes punctatus (esta tesis) y Rana pipiens

(Kemp & Hoyt, 1969). El asterisco seflala los huesos que alteran su

orden de osificacién respecto a 1la secuencia patrén de Pelpobates

cultripes. Entre paréntesis, estadios de desarrollo de la tabla normal
de Rapa pipiens (Taylkor & Kollros, 1946).

Pelobates cultripes

n =177
Metacarpiano III 39
Metacarpiano IV 39
Falange III.1 40
Metacarpiano II 40
Metacarpiano 1 40
Falange II.1 40
Falange IV.1 40
Falange III,.2 40
Falange IV.2 41
Falange I.1 41
Falange III.3 41
Falange II.2 41
Falange IV.3 41
Falange 1.2 41

FPelodytes punctatus

n =

159

Metacarpiano IIl

Metacarpiano IV

Falange

#Falange

III.1

Iv.1

Metacarpiano I1I

#*Falange

Il.1

Metacarpiano 1

Falange
Falange
Falange
Falange
Falange
Falange

Falange

I11.2

Iv.2

I.1

I11.2

I1.2

IV.3

I.2

39

39

41

41

41

41

41

42

44

44

44

44

45

Rana pipiens

Metacarpianos

Falanges

38

39

= XIID)

(= XIV)



Figura 47.-

S mm

Composicién del carpo adulto en la familia Pelobatidae. en norma
dorsal: A, Pelobates cultripes; B, B, varaldii; C, P, syriacus; D, B.
fuscus; E, Scaphiopus couchii; F, Spea multiplicatus. Linea
continua, hueso; linea discontinua, cartilago. iv, cuarto
metacarpiano; 1, postaxialcentral; 2, preaxialcentral; 3, radial; 4,
carpal 3; 5, ulnar; 6, prepollex 1; 7, prepollex 2; 8, carpal 2; 9,
subulnar; 10, carpal 1, y 11, prepollex 3.

v
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De la familia Pelodytidae hemos estudiado el carpo de las dos especies
que la conétituyen. Tanto Pelodytes punctatus como P. caucasicus muestran
nueve huesos en su carpo, para cuya denominacién conservamos parcialmente la
de Howes & Ridewood (1898). Los huesos son: hamatum, preaxialcentral, radial
ulnar, prepollex 1, prepollex 2, carpal 2, carpal 1 y subulnar. No bhemos
encontrado la tercera falange del prepollex que muestran las ilustraciones de
Howes & Ridewood (1898). Nosotros consideramos la osificacién que hemos
llamado subulnar un verdadero hueso del carpo, homélogo al correspondiente de

P. cultripes. Lla figura 48 presenta un dibujo de los carpos de ambos
Pelodytes.

De la familia Megophryidae hemos estudiado el carpo de Megophrys
montana y de Leptobrachium basseltii. El de la primera especie esta
constituido por nueve huesos, a los que se aflfade un décimo elemento
cartilaginoso en la base del metacarpiano IV. Carece de subulnar. Ver figura

49 A.

El carpo de Leptobrachium difiere de los de las restantes especies
descritas hasta la fecha. Posee trece elementos. De ellos tres pertenecen al
prepollex. Entre el postaxialcentral y el cuarto metacarpiano aparece un
pequefio hueso que hemos denominado carpal 4. Entre el postaxialcentral, el
preaxialcentral y el tercer metacarpiano hay dos huesos, en vez de uno como
en Pelobates; para el menor de ellos, incluido casi en la epifisis del
metacarpiano del tercer dedo, hemos conservado el nombre de carpal 3, y al de
mayor tamafio lo hemos denominado central 3, como a la pieza cartilaginosa que
en Pelobates aparece en la misma posicién durante el desarrollo del carpo y
que posteriormente se fusiona con el carpal 3. Por Gltimo, en la palma de la
mano, incluido entre los tendones que la cruzan y sin articular con ningun
hueso del carpo, se encuentra un elemento osificado que hemos considerado un
hueso sesamoideo. No hemos podido dilucidar si el hueso subulnar existe, ya
que la epifisis distal de la radioulna se halla fuertemente calcificada en
esta especie, impidiendo la observacién. En la figura 49 B y C se muestra el
carpo de L. hasseltii en normas dorsal y ventral.

Howes & Ridewood (1898), que estudiaron 60 especies de anuros

pertenecientes a 37 géneros, describieron diez tipos de carpo entre los anuros
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Figura 48.- Composicién del carpo adulto en la familia Pelodytidae. En norma
dorsal: A, Pelodytes punctatus; B, P. caucasicus. iv, cuarto

metacarpiano; h, hamatum.



Figura 49.- Composicién del carpo adulto en la familia Megophryidae. En
norma dorsal: A, Megophrys montana; B, Leptobrachium hasseltii.
En norma ventral: C, Leptobrachium hasseltii. Linea continua,

hueso; linea discontinua, cartilago; rayas, cartilago calcificado.

IV, cuarto metacarpiano.
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actuales, y hasta la fecha no se habian encontrado més
variaciones.\Reproducimos las ilustraciones originales en la figura 50. Si
prescindimos de las variaciones en el nimero de elementos provocadas por el
distinto nimero de falanges en el prepollex (las cinco sefialadas con un
asterisco en la figura 50), nos quedamos con que estos autores describieron
cinco modelos distintos de carpo. A ellos hay que afiadir ahora los de
Pelobates y PRelodytes, debido a la presencia en ellos del subulnar -
osificacién descrita por Howes & Ridewood en el siglo pasado, pero a la que
no dieron importancia por considerarla perteneciente a la epifisis de la
radioulna. Nosotros hemos puesto de manifiesto en nuestro estudio que este
elemento tiene existencia independiente en una etapa del desarrollo (estadios
39 y 40. Ver lémina VII C) y que su osificacién es de tipo endocondral, igual
que la de los restantes elementos del carpo. Finalmente, hemos de incorporar
el modelo de carpo de Leptobrachium, el unico anuro actual descrito hasta el
momento con todos los elementos carpales independientes de los centrales.
Hemos de afiadir que entre las especies fésiles se han descrito cuatro cuyos

carpos presentaban libre el carpal 4, a saber: Palaegbatrachus grandipes

(Spinar, 1972; Jarosova, 1973), de la extinguida familia Palaeobatrachidae, y

Cordicephalus gracilis, C. longicostatus y Ihoraciliacus rostriceps (Nevo,
1968), de la familia Pipidae.

En cuanto al nomero de centros de condrificacién, a lo largo del
desarrollo del carpo de Pelobates cultripes hemos descrito diecisiete, que
luego se fusionan entre si, dando lugar finalmente a diez centros de

osificacién distintos.

En Pelodytes punctatus hemos detectado catorce centros de

condrificacién independientes, cuya fusién ulterior origina nueve huesos. La
secuencia y estadio de desarrollo en que aparecen se resefia en la tabla 34.
En esta especie, el intermedio, el central 3 y el carpal 5 no condrifican; el
subulnar sélo aparece claramente individualizado en un ejemplar de estadio 41,
en los demas renacuajos estudiados es una yema que no llega a desprenderse
completamente de la epifisis distal de la radioulna. En cambio, hemos
detectado un carpal 1 accesorio, completamente ventral al carpal 1 tipico, en

ambas manos de un renacuajo de estadio 38 y un central 3 en un renacuajo de



Figura 50.-

Reproduccién de 1los tipos de carpe descritos por Howes &
Ridewood (1898). Los cinco tipos sefialadas con un asterisco

indican variedades debidas, exclusivamente, al distinto nimero de

falanges en el prepollex. A, “Bombinator igneus" (= Bombina
bombina’; B, Pelobates fuscus; C, Discoglossus pictus; D, Xenapus
laevis; B, Pelodytes punctatus; F, Pseudophryne bribopi; G,
Leptodactylus pentadactylus; B, Hyla caerulea; K, Pipa americana,
y L, Rhombophryne testudo.



Tabla 34.- - Secuencia de condrificacién del carpo de Pelobates cultripes y
Pelodytes punctatus, y estadio de desarrollo (Gosner, 1960) en que se

produce cada acontecimiento.

Pelobates cultripes

Elementos cartilaginosos

Estadio

Radial .15
Central 4 s.ovrvanvonssasssnnnnscd
Ulnar t.cieennssnvssossosnnsanneadd
Carpal 3 .iievrinnsnnnsnnnsansnadb
Central liiieesensanssssenensaaedd
PisifOrme.sessecnnscessansasneens?
Intermedio ccvvevscacnsnsscnnnnsd7
Central 3 teeernsevncsnnrncenansd?
Carpal 2 sivivrinescncsnsnsnnsesd?
Central 2 .oveivvsncnsncnnnnnesed?
Elemento YV siveencnsansnacnnnsnnd?
Carpal 1 tiiineennennnsonsnonsesd?
Prepollex 1 tiiieennssnsncnnnnsas?
Carpal S tevierssnnnsssnsanneses3B
Prepollex 2 teiesesessssssnnscsendB
SubulNAr tieisierensssstcrnanreaadB
Prepollex 3 tiiesssnsnssnnssnscadd

Fusiones Estadio

Central 3 + Carpal 3 ..cvvnnees 37
Central 2 + Elemento Y .... 38
Radial + Intermedio + Central 1 39
Ulnar + Pisiforme ..seecvnnsese 39
Central 4 + Carpal S ....ccuve.. 41
Prepollex 2 + Prepollex 3 ..... 41
Subulnar + Epifisis radioulna . 41

Elementos cartilaginosos

Pelodytes punctatus

Estad

io

Ulnar .isiceasssnsnessnesessedd
Carpal 3iiieieenssensacnaeadd
Radial «tiveinvansssnnnsnsenesdd
Central 1 tiivrernnnncssanesdD
Central 4 .ivvneernnnensenasdd
PisifOrme .s.icvscesssensaneeadb
Central 2 tovvvenconsssennnedb
Carpal 2 ..iverenscennnnesad?
Elemento Y Y4
Carpal | tiiivsenncnnsansesdB
Prepollex 1 c.iviesveonnsnsss3IB
PrepolleX 2 vieesseeennnnnead?
Prepollex 2 .. vensdl
Subulnar s.ovsevesnneessanss 3B

Fusiones Estad

-41

io

Ulnar + Pisiforme .....vounus
Radial + Central 1...vseenss
Central 4 + Carpal 3 .......
Central 2 + Elemento Y .....
Subulnar + Epifisis sesueess

37
37
37
38
41
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estadio 37. La interpretacién de estas excepciones no es facil. En el caso del
carpal 1 accesorio creo que debemos considerar la posibilidad de un origen
doble de dicho elemento, eventualidad que en mi opinién también debe
extenderse al carpal 2, aunque, de momento, no disponemos de evidencias

concluyentes al respecto.

El desarrollo del carpo de Pelobates fuscus desperté gran interés a
finales del siglo pasado y principios de éste, desde el trabajo de Emery en
1894, pasando por el de Schmalbausen (1907), hasta el de Holgrem (1933). Cada
autor afiade elementos nuevos en su descripcién, que coinciden con 1los
detectados por nosotros en P. culiripes, faltando de sus descripciones sélo el
prepollex 3 y el subulnar. Dado que el subulnar tiene existencia independiente
en los adultos de P. fuscus (figura 47 D), y que junto con el prepollex 3 son
los dos ultimos elementos en aparecer en la condrificacién del carpo de P.
cultripes, suponemos que su ausencia ‘de las descripciones de los autores
anteriores se debe a que éstos no estudiaron material de los estadios mas
avanzados del desarrollo (38-41 de la tabla de Gosner). Nuestra suposicién se

basa en que todas las figuras que presentan son de estadios anteriores.

Fo existen otras descripciones del desarrollo del carpo de miembros de

las familias Pelobatidae, Pelodytidae y Megophryidae. Seria deseable, muy
especialmente, el estudio del desarrollo del carpo de Leptobrachium hasseltii.

Lo més importante que se conoce del desarrollo del carpo de las
restantes especies de anuros 1lo resume Holgrem (1933), detallando el
desarrollo en Xenopus laevis (Pipidae), Telmatobius jelskii (Leptodactylidae),
Rana temporaria (Ranidae), Bombipator igpeus <= Bombipa bombina’
(Discoglossidae) y Bufo bufo (Bufonidae). El1 establecimiento de homologias
entre los elementos cartilaginosos presentes en el carpo de estas especies y
los de Pelobates y Pelodytes exige el estudio de material abundante de dichas
especies; y ademés, abordar el problema del desarrollo del carpo en anuros y
su posible importancia filogenética sin ideas preconcebidas sobre el numero
de elementos cartilaginosos proximales, centrales y distales que han de
hallarse presentes. Estas ideas, heredadas del modelo de desarrollo del carpo
de los tetrapodos propuesto por Holgrem en 1933, y que, inevitablemente, los

investigadores posteriores han intentado Jjustificar (p.eiJarcosova, 1973;
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Saint-Aubain, 1981), dificultan la comprensién del nimero de centros de

condrificacién realmente independientes que cada autor observs.

La duracién del proceso del condrificacién del carpo de Pelobates
cultripes a temperatura éptima es de 13.5 dias (entre los estadios 35 y 40) y

en Pelodytes punctatus transcurre entre los estadios 34 y 41 de. la tabla de
Gosner.

En Pelobates cultripes, P. varaldii y Pelodytes punctatus sélo hay un

centro de osificacién por cada hueso del carpo. No sabemos como transcurre el
proceso en las demas especies, pero, hasta la fecha, no hay motivos para

esperar més de un centro de osificacién por hueso.

En cuanto a la secuencia de osificacién del carpo, hemos dividido la de
Pelobates cultripes en dos fases. La primera, afecta a los huesos que hemos
llamado centrales y se desarrolla en los diez dias posteriores a la
metamorfosis, en el siguiente orden: postaxialcentral, preaxialcentral, radial,
carpal 3 y ulnar. La segunda, que hemos denominado de los huesos periféricos,
se inicia después de alcanzada la madurez sexual y comprende el prepollex 1,
prepollex 2, carpal 2, subulnar y carpal 1. A primera vista, parece que los

huesos osifican por orden de tamafio.

De P, varaldii hemos estudiado los carpos de dos recién
metamorfoseados, cinco adultos de un affo (dos machos y tres hembras) y 30
adultos de més de un afio (16 machos y 14 hembras). Aunque suponemos que la
secuencia de osificacién del bloque central es igual que la de E. cultripes,
sélo podemos afirmar con seguridad que el postaxialcentral es el primer hueso
en iniciar la osificacién y que de los huesos periféricos el Gltimo en
osificar es el carpal 1, el pentltimo el subulmar, el antepeniltimo el carpal 2
y los primeros ambas falanges del prepollex. Al igual que en E. cultiripes, en
E. varaldii existe dimorfismo sexual en el estado de osificacién de los
elementos del carpo periférico. En los individuos de un afio cumplido (n = 5),
tanto los machos como las hembras tenian los cinco elementos en estado
cartilaginoso todavia. En todos los machos de mas de dos afios de edad (n =

16) los cinco elementos habian iniciado su osificacién. Y de las 14 hembras
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de mas de dos afios sélo en dos de ellas, una de 4 afios (LCC = 65 mm) y otra
de 5 (LCC = 53 mm) faltaban por osificar en la primera tres huesos y en la
segunda uno; sin embargo, las correlaciones en las hembras de dos o mas afios
entre el nimero de elementos osificados del carpo y la edad a partir de los
dos afios (re = 0.0954; S = 411.59; n = 14; P >> 0.10) y entre el numero de
buesos y LCC (re = 0.0109; S = 450.04; n = 14; P >> 0.10) no resultaron
significativas. Aunque son altamente significativas en ambos supuestos y en

ambos sexos si se incluyen los individuos de un afio. Ver tabla 35.

En la figura 51 se presenta el diagrama de dispersiéon del estado de
osificacién del carpo de 37 P. varaldii frente a la edad, y en la figura 52

frente al tamafio.

En la figura 53 se compara el estado de osificacién de los recién
metamorfoseados, juveniles y hembras de P, cultripes y P, varaldii en relacién
con su tamafio. La representacién grafica muestra con claridad que, a igualdad
de tamafio, la osificacién del carpo de P._varaldii estéd mucho més avanzada
que la de P. culiripes. Lo mismo sucede entre ambas especies cuando se
comparan hembras de la misma edad, como se refleja en la figura 54. Esto esta
ligado al alcance de la madurez sexual en P, varaldii a menor edad y menor
tamafio. Esta especie, respecto a P. cultripes, muestra mayor osificacién del

carpo y disminucién en el grado de osificacién del créaneo.

De la secuencla de osificacién del carpo de P, fuscus nada podemos
decir, puesto que los 7 machos estudiados presentaban el proceso finalizado.
De P. syriacus, la uUnica hembra examinada tenia ya los diez huesos, y el
juvenil de pocos meses -no habia sufrido todavia su primer periodo de reposo-

presentaba osificados los cinco huesos centrales y el prepollex 2.

Nada podemos avanzar tampoco de la secuencia de osificacién en
Scaphiopus couchii (n = 9, Spea multiplicatus (n = 10), Megophrys montana (n
= 10) y Leptobrachium bhasseltii ((n = 1), ya que todos los ejemplares

estudiados eran machos y habian completado el proceso.

En cuanto a la secuencia de osificacién de Pelodytes punctatus, ninguno

de los once sapitos de dos semanas de edad estudiados presentaba osificacién
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Tabla 35.- 'Pelobates varaldii. Coeficientes de correlacién de Spearman (ra)
entre el nimero de elementos osificados en el carpo y la edad, y entre

dicho namero y el tamafio.

EDAD (n9 de afos) Tamafo (LCC en mm)
i r= 0.5641 n= 18 i = 0.5472 n= 18
MACHOS i i
i S= 422.39 PLO.01%% S= 438.76 P= 0.01%*

i no se puede calcular porque en todos los
MACHOS > 2afios i individuos el ndmero de huesos es el mismo vy,
i por tantg, la desviacién tipica es O

i = 0.5972 n= 17 i K= 0.5512 n= 17
HEMBRAS i i

i S= 328.68 P<LO.01%% 8= 366.22 P¢0.05*

1 = 0.0954 n= 14 i = 0,109 n= 14
HEMBRAS22afos | i

i S= 411.59 P>0.10 8= 450.04 P>0.10

i = 0.64035 n= 37 i = 0.6093 n= 37

TODA LA i i

POBLACION i PLOLOOT#%% i PCOLOOT#xx
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de osificacién del carpo en relacién con el tamafio.
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en su carpo. Y de 30 adultos (26 machos y 4 hembras), sélo tres hembras
presentaban distinto grado de osificacién. De donde pudimos deducir que los
cuatro altimos huesos que inician su osificacién en P. punctatus son, por este
orden: prepollex 2, carpal 2, carpal 1 y subulnar. Por tanto, también en
Pelodytes hay dimorfismo sexual en el estado de osificacién del carpa. Si
admitimos que los huesos del carpo deben iniciar su osificacién por orden de
tamafio, al igual que en P. cultripes, la secuencia de Pelodytes punctatus seria
la siguiente: hamatum, postaxialcentral, radial, ulnar, prepollex 1, prepollex
2, carpal 2, carpal 1 y subulnar. La comprobacién de esta hipétesis sélo

requeriria estudiar diez juveniles de distintos tamafios y diez hembras.

En cuanto a la duracién del proceso de inicio de la osificacién en el
carpo, ya hemos visto que es distinta en machos y en hembras. En machos de P,
cultripes, el procesoc emplea entre 3 y 4 afios; en hembras unos 8 afios. En P.
varaldii, la osificacién se ha iniciado en los diez elementos del carpo en los
machos entre el fin de la metamorfosis y el afio siguiente al de la madurez
sexual, es decir, el segundo afio; en algunas hembras hasta un poco més tarde,
pero en la mayoria a los dos afios también. No sabemos casi nada del factor
tiempo de este proceso en las restantes especies de anuros, excepto lo ya
descrito de que existe dimorfismo sexual, al menos en Pelodytes punctatus.

Las trayectorias ontogenéticas del proceso de osificacién de la cintura
escapular y miembro anterior de Pelobates culiripes y Pelodytes punclatus se
han dibujado en la figura 55. Los datos en que se basan ambas trayectorias

pueden consultarse en la tabla 36.

En cuanto a las alteraciones en el nimero de elementos del carpo, lo
més importante que hay que resaltar es que apenas existen. En Pelobates
cultripes no se ha detectado ninguna, después de estudiar 34 juveniles y 45
adultos; en P. varaldii tampoco (m = 37), ni en P, fuscus ( = 7), ni en P.
syriacus (n = 2). En Scaphiopus couchii (n = 9) y en Spea multiplicatus (n =
10> no se ha detectado variabilidad alguna, y lo mismo podemos afirmar de
Megophrys montana (n = 10). En Pelodytes punctatus, sélo un ejemplar (3.33%)
presentaba una sola falange en los prepollex de ambas manos, en vez de dos

como es habitual; otro ejemplar presentaba excrecencias 6éseas en ambas
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Pelobates cultripes
Pelodytes punctatus

V4
13 1 T 1 210 ! T T T 215 T T T T 3]0 m 4 rTo
Longitud cabeza + cuerpo (mm)
Figura 55.- Trayectorias ontogenéticas de los proceso de osificacién de los

miembros anteriores y cinturas escapulares de Pelobates cultripes
y Peladytes punctatus.
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Tabla 36.-° Miembro anterior y cintura escapular. Namero de centros de
osificacién existentes, por término medio, y longitud media cabeza +

cuerpo (LCC, en mm) en cada estadio de desarrollo (Gosner, 1960) en

Pelobates cultripes y Pelodytes punctatus.

Pelobates cultripes Pelodytes punctatus
Estadio de LCC N8 centros LEC N2 centros
Gosner (mm) (mm)

37 15.06 3

38 2B.94 b 16.14 7

39 30.36 7 17.06 9

40 28.85 15

41 25.19 21 15.44 15

42 15. 664 16

43 15.20 20

44

45 14.16 21

46 24.07 22
12 sem. 25.15 26
23 sem. 28.57 27 16.30 22

Adultos 79.72 32 30.359 31
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falanges del prepollex, ademés de en los metacarpianos. Por tanto, vemos que
las (nicas . malformaciones detectadas en el carpo afectan al nimeroc de

falanges del prepollex.
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3.2.4. NIENBRO POSTERIOR Y CINTURA PELVIANRA

3.2.4.1. Descripciéon del miembro posterior y de la cintura pelviana
adulta de Pelobates cultripes

El miembro posterior de Pelobates cultripes estd constituido por dos
huescs largos, siete elementos tarsales, cincoe metatarsianos y catorce

falanges, cuya férmula es: 2, 2, 3, 4, 3.

La cintura pelviana consta de dos huesos, uno par, el ilion, y otro

medial, el isquion.

La figura 56 muestra la morfologia adulta, posicién anatémica y

denominacién de los huesos del miembro posterior y cintura pelviana de P,

cultripes.

3.2.4.2. Secuencia de osificaciéon del miembro posterior y de la cintura
pelviana de Pelobates cultripes

Los treinta huesos (29 pares y uno medial) del miembro posterior y
cintura pelviana de P, cultripes se forman a partir de 31 centros de
osificacién, todos pares. Para mayor claridad, los dividimos en tres segmentos

y relatamos por separado sus secuencias de osificacion.

El primer segmento agrupa a los dos huesos largos de la pata posterior
y a los dos huesos de la cintura pelviana. Osifican en el siguiente orden:

fémur, ilion, tibia y fibula (en el estadio 38> e isquion (en el estadio 44).

La tibiofibula osifica a partir de dos centros adyacentes,
correspondientes uno a la tibia y otro a la fibula. Se fusionan inmediatamente
después de su aparicién. El proceso de osificacién determina la asociacién de
ambos elementos; en estado cartilaginoso las dos plezas permanecen
independizadas (estadios 30 - 36; figura 57 A - F) y antes de que se inicie

su osificacién adquieren epifisis comunes: primero la proximal (estadio 35) y



Figura 56.-

Morfologia, posicién anatémica y denominacién de los huesos de la
pata posterior y cintura pelviana de Pelobates cultripes. 1,
fémur; 2, ilion; 3, tibiofibula; 4, isquion; 5, sacro; 6, urostilo;
7, fibular; 8, tibial; 9, prehallux 2; 10, preballux 1; 11, central;
12, tarsal 2; 13, tarsal 3, y 14, quinto metatarsiano.
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Figura 57.— Pelobates culiripes. Desarrollo de la pata posterior y de 1la
cintura pelviana entre los estadios 31 y 36 (Gosner, 1960).

Secuencia de aparicién de los distintos elementos. A, estadio 31;
B, estadio 32; C, estadio 33; D, estadio 34; E, estadio 35; F,
estadio 36. 1, fémur; 2, fibula; 3, tibila; 4, fibular; S5, ilion; 6,
tibialﬁ 7, metatarsiano IV; 8, metatarsiano V; 9, isquion, y 10,

tarsal 3.
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despyés la distal (estadio 36). Ver figura 58 A y B, y lamina VIII A y B.

El isquion osifica también a partir de dos centros en el estadio 44. En
el estadio 35 condrifican dos piezas independientes y ampliamente separadas
(figura 57 E y F), cada una adosada al extremo posterior de su ilion. En
ningin momento del desarrollo aparece alguna otra pieza independiente que se

pueda asociar al pubis.

Estos cuatro huesos derivan de cinco centros de condrificacién y otros
tantos de osificacién, todos pares. La secuencia y estadio de Gosner en que
aparecen durante el desarrollo larvario de P, cultripes se detalla en la tabla
37. Las dos secuencias no coinciden. Por ejemplo: el ilion osifica en segundo
lugar, pero es el ‘cuarto elemento en condrificar; la tibia y la fibula inician
su osificacién a la vez, a pesar de que la fibula aparece ligeramente antes en

estado cartilaginoso.

En la tabla 38 se seflala, para cada estadio de Gosner, el porcentaje de

individuos examinados en que cada centro habia iniciado su osificacién.

La duracién del inicio de la osificacién en este segmento es de 11,08
dias por término medio; desde la edad de 21,25 dias a que se alcanza el
estadio 38, hasta los 32,33 dias en que termina el estadio 44, a temperatura

optima.

La segunda etapa de 1la osificacién estd4 constituida por 1la

mineralizacién de los cinco metatarsianos y las catorce falanges.

El primer elemento en condrificar es el metatarsiano del cuarto dedo en
el estadio 34 (figura 57 D), que también es el primero en iniciar su
osificacién en el estadio 39. En ambos procesos le siguen los metatarsianos V
y III. En una secuencia radial que tiene por eje principal el dedo IV
continuan apareciendo los restantes metatarsianos y falanges en el ordem y
estadio de desarrollo que se indica en la tabla 39. Las figuras 57 y 58
muestran etapas sucesivas del proceso. Las ultimas falanges en condrificar
son las terminales de los dedos II y I, y las altimas en osificar ambas

falanges del dedo I.
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Figura 58.- Pelobates cultripes. Condrificacién del tarso y secuencias de

condrificacién y de osificacién de los metatarsianos y falanges
entre los estadios 37 y 40 (Gosner, 1960). En blanco, el
cartilago; en negro, el huesa. A, B y C, estadio 37; D, estadio 40.
f, fibular; V, quinto metatarsiano; 10, tarsal 3; 11, central
dorsal; 12, central ventral; 13, prehallux 1; 14, tarsal 2, y 15,
prehallux 2.
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Desarrollo del tarso de Pelobates cultripes. En azul, el

cartilago; en rojo, el hueso. A, estadic 36; obsérvese 1la
independencia del tibial y el fibular. B, estadio 37; las epifisis
del tibial y el fibular se han fusionado. C, estadioc 39; 1la
osificacién se ha iniciado en todos los huesos largos; tibia y
fibula a punto de finalizar su fusién. D, estadio 46; la flecha
seflala el centro de osificacién de origen endocondral del

prehallux 1. F, fibular, y V, quinto metatarsiano.
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Tabla 37.- Pelobates cultripes. Secuencias de condrificacién y de osificacién

de la pata posterior y cintura pelviana.

SECUENCIA DE CONDRIFICACION i SECUENCIA DE OSIFICACION
i
i ________________
Elemento Est. Gosner i Hueso Est. Gosner
i ______
10 Fémur 29 i Fémur 38
20 Fibula 30 i Ilion I8
30 Tibia 30 i Fibula 38
40 Ilion 32 i Tibia 38

j] Isquion 35 i Isquion 44
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Tabla 38.- PBelobates culiripes. Porcentaje de los individuos examinados en que
cada centro de osificacién de la pata posterior y cintura pelviana
habia iniciado su mineralizacién. Se estudian por separado los distintos
estadios de desarrollo de Gosner (1960), 1las primeras semanas
postmetamérficas, los Jjuveniles, y los adultos de ambos sexos (de

Madrid y de Porto Covo).

Madrid PortCovo
ESTADIO GOSNER 36 37 38 39 40 41 42 4T 44 45 46 ptm jv h. m. h. m,

N9 EJMPL.EXAMINADOS 10 9 8 10 8 7 8 9 10 10 10 10 2 14 15 4 12

FEMUR 0 11 87 100

ILION 87 100

TIBIA 87 100

FIBULA 87 100

TIBIAL 50 80

FIBULAR 50 80

ISQUION 22 100
METATARSIAND IV 37 &0 100

METATARSIAND V 37 60 100

METATARSIAND III 37 &0 100

FALANGE IV.1 12 60 100

METATARSIAND II 12 60 100

FALANGE V.1 12 50 100

FALANGE III.t 12 50 100

FALANGE IV.2 12 40 100

METATARSIAND 1 12 40 87

FALANGE IV.3 . 30 87

FALANGE II.1 40 87 100

FALANGE III.2 .30 75 100

FALANGE V.2 20 75 85 87 100

FALANGE IV.4 75 85 87 89 100

FALANGE II.2 37 85 87 B89 100

FALANGE III.3 37 B85 87 89 100

FALANGE V.3 37 85 87 89 100

FALANGE I.1 37 85 87 B89 100

FALANGE I.2 37 85 87 B89 100

PREHALLUX 2 : 12 44 100

PREHALLUX 1 10 50 100
CENTRAL 28 B7 o0 92
TARSAL 2 0 27 0 S8B
TARSAL 3 ’ o 7 0 17

TARSAL 1 0 8
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Tabla 39.- Pelobates culiripes. Secuencias de condrificacién y de osificacién
de los metatarsianos y falanges de la pata posterior, y estadio de

desarrollo (Gosner, 1960) en que se produce cada acontecimiento.

SECUENCIA DE CONDRIFICACION SECUENCIA DE OSIFICACION

Estadio Gosner Estadio Gosner
Metatarsiano IV 34 Metatarsiano I 39
Metatarsiano V 35 Metatarsiano V 39
Metatarsiano III 35 Metatarsiano III 39
Falange IV.1 35 Falange IV.1 39
Metatarsiano II 35 Metatarsiano Il 39
Falange V.1 36 Falange V.1 39
Falange III.1 36 Falange IIl.1 39
Falange IV.2 36 Falange IV.2 40
Metatarsiano I 36 Metatarsiano I 40
Falange I1I.1 37 , ?alange IV.3 40
Falange IV.3 37 Falange II.1 40
Falange III.2 37 Falange I111.2 40
Falange V.2 37 Falange V.2 40
Falange I.1 37 Falange IV.4 40
Falange IV.4 37 Falange II.2 40
Falange III.3 37 Falange III.3 41
Falange V.3 37 Falange V.3 41
Falange II.2 37 Falange I.1 41

Falange I.2 37 Falange I.2 41
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El inicio de la condrificaciéon de los dedos de la pata posterior de P,
cultripes transcurre entre los estadios 34 y 37, mientras que en la mano el
proceso se inicia ligeramente después (ver tabla 29). Su osificacién se
produce entre los estadios 39 y 41 (figura 58 D), a la vez que la de los
dedos de la mano, y dura lo mismo: 3,88 dias por término medio, desdé la edad

de 23,87 dias hasta los 27,75 dias.

El tercer segmento se refiere al tarso. Los siete elementos osifican en
la siguiente secuencia: tibial y fibular, prehallux 2, prehallux 1, central,
tarsal 2 y tarsal 3.

El tiblal y el fibular inician su osificacién simulténeamente en el
estadio 39 (lamina VIII C). El fibular comienza a condrificar antes, en el
estadio 32; mientras el tibial se identifica por primera vez en el estadio 33.
Al finalizar el estadio 36, ambas piezas presentan una epifisis prokimal
comun, y al concluir el estadio 37, se fusionan también su epifisis distales.
Ver figuras 57 F y 58 A - D, y léamina VIII A y B. Las dos piezas aparecen
individualizadas en los esqueletos desarticulados de los adultos excepto en

los ejemplares de mayor tamafio, en los cuales pueden separarse manualmente.

El inicio de la osificacién en estas dos piezas, al igual que en los
restantes huesos largos de los miembros, es de tipo pericondral. Es decir,
alrededor de la diafisis cartilaginosa se deposita una matriz ésea (ver fémur,
tibia y fibula en la lamina VIII A), constituida fundamentalmente por fibras
de colégeno. Posteriormente se impregna de sales céalcicas y se hace
susceptible a la tincién con alizarina roja (Hall, 1974). Poco més tarde, el
cartilago es destruido y en su lugar se reconstruye hueso de tipo endocondral
(ver cortes transversales de fémur en las laminas I, II y III para diferenciar
los dos tipos de hueso). El prehallux 2, o hueso de la espuela, también
osifica de esta manera. En cambio, los otros cuatro huesos del tarso, al igual
que los del carpo, sufren osificacién de tipo endocondral exclusivamente: el
centro de osificaciéon aparece en el interior de la pieza cartilaginosa. En las
preparaciones se observa un nicleo tefiido de rojo -hueso- rodeado
completamente por tejido de color azul -cartilago-. Comparar las laminas 7 A
y B con la 7C. Ver centros de osificacién 1 y 2 del carpo, en la lamina VII D,

y centro de osificacién del prehallux 1, seflalado con una flecha en la lamina
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VIII D.

El tibial y el f{fibular, por su comportamiento en las secuencias de
condrificacién y de osificacién, y por el tipo de osificacién que sufren, -si
no fuera porque tradicionalmente se incluyen en el tarso-, deberian incluirse
en el primer segmento descrito; es decir, en el de los huesos largos del

miembro posterior y cintura pelviana.

El prehallux 2 es el tercer elemento del tarso en osificar, en el

estadio 44 (figura 59 B), y el dltimo en condrificar, al final del estadio 37.

El prehallux 1 osifica en el estadio 46 (figura 59 C y léamina VIII D).
El inicio de su mineralizacién sefiala el fin de la metemorfosis en el miembro

posterior.

El central sSlo osifica en algunos adultos. De su ontogenia, lo més
destacable es su formacién por fusién de dos piezas cartilaginosas, una dorsal
y otra ventral, que aparecen en el estadio 37 (ver figura 58 A, B y C) y se
fusionan en el 39. En los machos osifica en cuanto éstos alcanzan el tamafio y
la edad media de la poblacién a que pertenecen. En las hembras séla osifica

en algunas de las més viejas y de mayor tamafio.

El tarsal 2 condrifica en el estadio 37 (figura 58 B). Osifica sélo en
los machos (figura 59 E); a partir de los 80 mm de longitud cabeza + cuerpo
en la poblacion de Madrid, y a partir de los 74 mm de LCC en la de Porto

Covo.

El tarsal 3 condrifica en el estadio 36 (figura 57 F). Sélo osifica en
los machos de tamafio y edad superior a la media en ambas poblaciones. Ver
figura 59 F.

El tarsal 1 condrifica sélo en algunos individuos. Si lo hace, su
aparicién se efectua en el estadio 44. Este elemento se encontraba presente en
dos (18.20%) de los 11 P. culiripes entre el estadio 44 y la primera semana
postmetamérfica examinados con este fin. En la poblacién adulta de Madrid, el

tarsal 1 se identificaba en el 6.90% de los ejemplares, siempre en estado
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Figura 59.-

Pelobateg cultripes. Secuencia de osificacién del tarsa. En
blanco, el cartilago; en negro, el hueso. A, estadio 43; B, estadio
44; C, primera semana postmetamérfica; D, E y F, adultos. F,
fibular; T, tibial; V, quinto metatarsiano; 3, prehallux 2; 4,
prehallux 1; 5, central; 6, tarsal 2, y 7, tarsal 3.
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cartilaginoso. En la poblacién de Porto Covo, esta pieza se reconocia en el
66.70% de los sapos; en uno de ellos, incluso, habia comenzado a osificar
(figura 64 B). Las diferencias en la presencia del tarsal 1 entre los P,
cultripes adultos de las dos poblaciones son muy altamente significativas (n.
= 29; n= = 9; U = 5250; P = 0.0001). No hay diferencias entre ambos sexos en
cuanto a su presencia, en ninguna de las dos poblaciones (Madrid: n: = 14 n=
= 13; U = 90.50; P = 0.9574. Porto Covo: mv» = 5; n2 = 2; U = 6.50; P = 0.4624).

La osificacién de los tres elementos finales de la secuencia: central,

tarsal 2 y tarsal 3 se produce después de la madurez sexual.

En la tabla 40 se resume la secuencia y el estadio de desarrollo o la
edad en que condrifican y osifican los elementos del tarso de P, cultripes.

En el estado de osificacién de los tres elementos finales de la
secuencia se observa dimorfismo sexual. Este es aun més acusado que el
existente en los huesos periféricos del carpo. El nimero de elementos
osificados en el tarso de los machos de la poblacién de Madrid es mayor que
el nimero de tarsales osificados en las hembras, con un nivel de significacién
del 99,9% (test de la U de Mann-Vitney, nv = 15; n= = 14; U = 174.00; P =
0.001>. En la poblacién de Porto Covo, la diferencia entre el nimero de huesos
en el tarso de los machos y el numero de huesos en el de las hembras es
significativa al 99% (n. = 12; n= = 4; U = 46.0; P = 0.0056). Los histogramas

de frecuencias se presentan en la figura 60.

En las dos poblaciones de P. culiripes estudiadas las distribuciones de
frecuencia del nadmero de elementos osificados en el tarso difieren
ligeramente, tanto en machos como en hembras, como puede deducirse del examen
de la figura 61. Sin embargo, ni en machos (v = 15; nz = 12; U = 61.00; P =
0.1274) ni en hembras (mi» = 14; n= = 4; U = 36.00; P = 0.2388) estas
diferencias entre las poblaciones resultaron significativas. Aunque -como ya
hemos seflalado anteriormente- la presencia del +tarsal 1 en estado
cartilaginoso en la poblacién de Porto Covo, y su ausencia en la poblacién de
Madrid, si puede considerarse una caracteristica distintiva de ambas

poblaciones.
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Tabla 40.- Pelobates cultripes. Secuencias de condrificacién y de osificacién

del tarso, y estadio de desarrollo (Gosner, 1960) en que se produce

cada acontecimiento.

SECUENCIA DE Estadio de SECUENCIA DE Estadio o

CONDRIFICACION Gosner DSIFICACION Edad

Fibular 32 Tibial 38

Tibial 33 Fibular 38

Tarsal 3 36 Prehallux 2 44

Central dorsal 37 Prehallux 1 454

Central ventral 37 Central adultos

Prehallux 1 37 Tarsal 2 adultos (s6lo machos)

Tarsal 2 37 Tarsal 2 adultos (s6lo machos)

Prehallux 2 37 (final) Tarsal 1 adultos (sélo machos
de la poblacién

Tarsal 1 44 de Porto Covo)

FUSIONES

Ctral dsal + Ctral vtral 39
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el tarso en dos poblaciones de Pelobates cultripes. Las
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En P, cultripes, existe una relacién positiva y muy altamente
significativa entre el numero de elementos osificados en el tarso y la
longitud cabeza + cuerpo del ejemplar, en los machos de la poblacién de
Madrid (n = 15; rs = 0.7483; S = 140.95; P < 0.001); significativa al 95% en
los machos de Porto Covo (n = 12; rs = 0.5322; S= 133.78; P < 0.05), y también
significativa al 95% en las hembras de Madrid (n = 14; re = 05694; S =
195.92; P < 0.05). En las hembras de Porto Covo 1la relacién no puede
calcularse porque la desviaciéon tipica de la variable "nGmero de huesos del
tarso" es cero. El diagrama de dispersién del tamafio (LCC) y el nimero de
elementos osificados en el tarso en Pelobates cultripes se representa en la
figura 62; se utilizan simbolos diferentes para los machos y las hembras de

cada poblacién.

La relacién entre el namero de huesos del tarso y la edad es
significativa al 95% en los machos de P, culfripes de la poblaciéon madrilefia
(n = 15; rs = 0.4830; S = 289.52; P < 0.05); sin embargo, si solo incluimos en
el anélisis los machos de més de tres afios -edad a partir de la cual hemos
considerado que el crecimiento en longitud de los animales‘se estabiliza- la
relacién entre ambas variables deja de ser significativa (n = 14; rs = 0.3419;
S = 299.43; P > 0.10). Tampoco es significativa en los machos de esta especie
de Porto Covo (n = 11; rs = 0.0898; S = 200.24; P >> 0.10), ni en las hembras
de Madrid < = 14; rs = 0.3184; 8 = 310.13; P >0.10). El diagrama de
dispersiéon del numero de huesos del tarso y la edad en Pelobates cultripes

puede consultarse en la figura 63.

El proceso de inicio de la osificacién en el tarso de [E. cultripes
transcurre en tres fases. La primera afecta a sus dos huesos largos, tibial y
fibular, que osifican en el estadio 39; el proceso sucede a los 24 dias de
edad a 282 C y dura menos de un dia. La segunda, afecta a los huesos de la -
espuela, prehallux 2 y prehallux 1, que osifican en 2,33 dias por término
medio, entre los 31 y 38,33 dias de edad a temperatura éptima. La tercera,
afecta al hueso central y a los tarsales 2 y 3, que s6lo osifican en los
adultos; su mineralizacién se inicia después de la madurez sexual y finaliza
uno o dos afios més tarde, en cuanto el animal alcanza su tamafio definitivo.
La intensidad del proceso es mayor en los machos que en las hembras. El

namero de elementos afectados por la osificacién depende del sexo y del
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Figura 62.- Pelgbates cultripes. Diagrama de dispersién de la longitud cabeza

+ cuerpo (LCC) y el numero de elementos osificados en el tarso.
Se distingue entre juveniles, machos y hembras, y entre los
individuos de la poblacién de Madrid y los de la poblacién de

Porto Covo.
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tamafio definitivo del animal; sélo estd relacionado con la edad en los dos
afios posteriores a la adquisicién de la madurez sexual, después de este tiempo
el nimero de elementos osificados en el tarso no depende de ella, sino del

tamafio maximo alcanzadao.

Las correlaciones entre el nimero de elementos osificados en el carpo y
el nimero de elementos osificados en el tarso son positivas y significativas,
tanto en los machos (n = 15; re = 0.4562; S = 304.53; P < 0.05) como en las
hembras (n = 14; re = 0.5886; S = 187.19; P < 0.05).

La dnica variabilidad detectada en el miembro posterior y cintura
pelviana de P, cultripes, aparte de la existente en el estado de osificacién
del tarso entre machos y hembras, se refiere al nimero de tarsales,
concretamente a la presencia del tarsal 1 en el 66.67% de los adultos de la
poblacién de Porto Covo y a su ausencia en el 93.10% de los adultos de
Madrid.

3.2.4.3. Comparacién con Pelodytes punctatus y otras especies de

Anuros

Vamos a estudiar sucesivamente los tres segmentos en que hemos
dividido el miembro posterior y 1la cintura pelviana, atendiendo a las

siguientes caracteristicas:

Namero de elementos en el adulto

Kimero de centros de condrificacién y de osificacién
Secuencia de osificacién

Duracién del inicio de la osificacién

Frecuencia de anomalias
Cintura pelviana y pata
En P. cultripes, la cintura pelviana esta4 constituida por dos huesos,

uno par y otro medial. El mismo nimero de elementos se observa en las otras

especies de las familias Pelobatidae, Pelodytidae y Megophryidae. Y en las
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restantes familias de Anuros, exceptuando tres géneros que poseen un elemento
esquelético' medial prepGbico, llamado también epipubis: Xenopus (Pipidae),
Ascaphus (Ascaphidae) y Leiopelma <(Leiopelmatidae). El género Ascaphus
presenta asimismo un par de huesos postpibicos, o huesos nobelianos (Trueb,

1973).

En cuanto al nimero de centros de osificacién en el fémur, ilion,

tibiofibula e isquion, en Pelodytes punctatus no hemos observado ninguna
diferencia digna de mencién respecto a lo ya descrito en Pelobates cultripes.

Por el contrario, si hemos detectado alteraciones en la secuencia en que
se inicia la osificacién de estos huesos comparada con la de P, cultripes. En
Pelodytes punctatus, la tibia y la fibula comienzan a osificar antes que el
ilion. En Xenopus laevis (Newth, 1956), sin embargo, la secuencia de
osificacién de este segmento parece coincidir con la de Pelobates; el hueso
adicional que presenta esta especie -epipubis-, es el Gltimo en osificar. La
secuencia de Rana pipiens (Kemp & Hoyt, 1969), por el contrario, es igual que
la de Pelodytes punctatus. Un resumen del orden en que inician la osificacién
los huesos de la pata posterior y la cintura pelviana de las cuatro especies

se presenta en la tabla 41.

En cuanto a la duracién del proceso de inicio de la osificacién en la
cintura pelviana y pata posterior, en P, cultripes es de 11.08 dias, desde el
estadio 38 al 44 de la tabla de Gosner. En Pelodytes punctatus el proceso se
inicia en todos los huesos del segmento entre los estadios 37 y 44; en
Xenopus laevis (Newth, 1956) entre los estadios 55 y 60 de la tabla normal de
enopus, equivalentes aproximadamente al 36 - 43 de la tabla de Gosner, y en
Rana pipiens (Kemp & Hoyt, 1969) entre los estadios X y XXV de la tabla
normal de Rana, equivalentes al 35 - 46 de la de Gosner.

Metatarsianos y falanges

En Pelobates cultripes, el pie consta de cinco dedos, con 2, 2, 3, 4 y 3

falanges, respectivamente; al contabilizar los metatarsianos resultan 19
buesos. El mismo nomero de elementos se observa en Pelodytes punctatus y las
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Tabla 41.- Secuencias de osificacién del miembro posterior y cintura pelviana
de Pelobates cultripes y Pelodytes punctatus (esta tesis), Yenopus
laevis (Newth, 1956) y Rana pipjens (Kemp & Hoyt, 1969). Los huesos

seflalados con un asterisco han modificado su posicién respecto a la

secuencia patrén de P. cultripes, o no existen en dicha especie.

Pelobates cultripes Pelodytes punctatus Xenopus laevis Rana pipiens
n =177 n =139 = 162

Féaur 38 Fénur 37 Féaur 36 (= 55} Féaur /=N

Ilion 38 Tibia 3 Ilion 37 (=56 Tibia H

Tibia 38 Fibula 37 Tibia n ¢ Fibula » "

Fibula 38 Ilion ) Fibula 700 Ilion 36 (=141

Isquion 44 Isquion H Isquion 41 {=58) Isquion 42 (= XXI)
Epipubis 43 (= 40}  Pubis 4 (= XxV)

Metatarsiano IV 39 Metasiano IV 38 Metatarsianos 39 (= 56)  Metatarsianos 36 (= XI)
Metatarsiano V 39 Metatarsiano V 38 Falanges 41 (= 5B)  Falanges 37 (= XID
Hetatarsiano III 39 Hetatarsiano II1 38
Falange IV.1 39 Falange IV.1 38
Metatarsiano II 39 Hetatarsiano II 39
Falange V.1 39 #Falange III.1 4
Falange III.1 39 Falange V.1 41
Falange IV.2 L)) Falange IV.2 4
Hetatarsiano I 40 Hetatarsiano I 41
Falange IV.3 40 #Falange 1I.1 2
Falange 11.1 40 tFalange I111.2 42
Falange 111.2 &0 Falange IV.3 2
Falange V.2 Ll Falange V.2 2
Falange IV.4 40 #Falange 1.1 2
Falange I1.2 40 Falange IV.4 g3
Falange II1.3 &t #Falange III.3 &3
Falange V.3 41 Falange 11.2 LA
Falange I.1 4 Falange V.3 LA
Falange 1.2 4 Falange 1,2 H

Tibial 38 Tibial 38 Tibial 37 (= 86)  Tibial 36 (= XD)
Fibular 38 Fibular 38 Fibular 37 {= 56)  Fibular - 36 (= X1)
Prehallux 2 4 Central adultos
Prehallux 1 11 Tarsal 1 aachos
Central adultos Tarsal 2 sachos

Tarsal 2 solo machos Prehallux 1 machos

Tarsal 3  solo machos Prehallux 2 machos

Tarsal 1  solo machos Prehallux 3 no osif.
Porto Covo Tarsal 3 no osific,
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restantes especies de las familias Pelobatidae, Pelodytidae y Megophryidae. En
las dos especies estudiadas de esta ultima familia, Leptobrachium hasseltii y
Megophrys montana las epifisis de todos los huesos largos del pie estaban

fuertemente calcificadas.

En cuanto a la secuencia de osificacién, Pelodytes punctatus presenta
cinco alteraciones sobre el patréon descrito en P. culiripes: la primera

falange del tercer dedo (IIl.1) osifica antes que la primera del quinto (V.I);
las falanges II.1 y III.2 osifican antes que la IV.3; la I.1 se adelanta a la
IV4, a la I1.2, a la II1.3 y a la V.3; a su vez, la falange II1.3 precede en el
inicio de su osificacién a la II.2. Los detalles de las secuencias de ambas
especies p.ueden consultarse. en la tabla 41. No existen datos adicionales de

ninguna otra especie de anuro.

En P, cultripes, la duracién media del proceso es de 3.88 dias a
temperatura éptima de crecimiento; el proceso se inicia en los 19 huesos entre
los estadios 39 y 41. En Pelodytes punctatus, el comienzo de la osificacién se
produce entre los estadios 38 y 44; en Xenopus laevis (Newth, 1956) entre el
56 y 58 de la tabla normal de Xengpus, equivalentes al 39 - 41 de la tabla de
Gosner, y en Rana pipiens (Kemp & Hoyt, 1969) entre el XI y el XII de su

tabla normal, equivalentes al 36 - 37 de la de Gosner.

Tarso

Segin las poblaciones, el tarso de P, culiripes est4d constituido por
siete elementos o por ocho. La poblacién de Madrid presenta tibial, fibular,
prehallux 2, prehallux 1, central, tarsal 2 y tarsal 3 (figura 64 A); mientras
que la de Porto Covo posee un tarsal 1 adicional (figura 64 B). Al igual que
la poblacién de P. culiripes de Porto Covo, el 92.86% de los P._ varaldii
examinados con este fin (n = 14) presentaba ocho elementos en el tarso

(figura 64 C) y el 7.14% restante, siete; a éstos les faltaba el tarsal 1.

La dOnica hembra disponible de P._syriacus tenia su tarso constituido
por cuatro huesos: tibial, fibular, prehallux 2 y prehallux 1 (figura 64 D). El

central y los dos tarsales eran cartilaginosos, a pesar de la gran talla del
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Figura 64.~- Morfologia del tarso en la familia Pelobatidae. Em blanco, el
cartilago; en negro, el hueso. A y B, Pelobates cultripes (Madrid
y Porto Covo, respectivamente); C, Pelobates varaldii; D, Pelobates
syriacus; E y F, Pelobates fuscus; G, Scaphiopus couchii (sélo
elementos 6seos), y H, Spea multiplicatus (sélo elementos éseos).
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animal (LCC = 79 mm).

En P. fuscus, de seils adultos examinados, tres (50%) poseian tres
tarsales (figura 64 E), dos (33.33%) poseian cuatro (figura 64 F), y uno
presentaba sélo dos (16.67%). En la literatura sélo consta 1/a existencia de
tres tarsales en esta especie (Chomiakoff, 1894; Schmalhausen, 1908). Ningun
autor que haya estudiado la anatomia o el desarrollo del tarso en anuros (p.e.:
Howes & Ridewood, 1888; Chomiakoff, 1894; Schmalbhausen, 1908; Holgrem 1933;
Jarosova 1974; Saint Aubain, 1981) indica que el nimero de tarsales pueda
estar sujeto a variabilidad intraespecifica, circunstancia que nosotros hemos

detectado en las especies del género Pelaobates.

Desafortunadamente, los ejemplares  procedentes de  colecciones
cientificas conservados largo tiempo en alcohol son incapades de absorber
adecuadamente el colorante para el cartilago. Este ha sido el caso en los
Scaphiopus couchii estudiados, y por tanto, no hemos podido determinar el
nimero de tarsales cartilaginosos presentes. De este especie sélo podemos
seflalar los elementos osificados, en la figura 64 G. Son cinco: tibial,
fibular, prehallux 1, central y un tarsal. Este Gltimo, osificado sélo en cinco

(56.56%) de los nueve machos estudiados.

Spea multiplicatus mostraba, en los diez machos examinados, seis huesos
en el tarso: tibial, fibular, prehallux 1, prehallux 2, central y un tarsal. El
tibial y el fibular se encontraban completamente fusionados en sus extremos
proximal y distal en todos los casos. No ha sido posible determinar la
existencia de mé&s elementos tarsales en estado cartilaginoso, por el problema
mencionado en el parrafo anterior. Los elementos 6seos se han representado en
la figura 64 H.

De la familia Pelodytidae hemos estudiado el tarso de las dos especies
existentes. En Peladytes punctatus, aunqué la variabilidad en el namero de
elementos es grande, el tarso esta constituido en 17 casos (60.71%) por ocho
elementos: tibial-fibular (ambos fusionados en toda su longitud), preballux 1,
prehallux 2, prehallux 3, central, tarsal 1, tarsal 2 y tarsal 3 (figura 65 A).
A veces falta el prehallux 3 (n = 6; 21.43%; figura 65 B); mientras que en

otros individuos se observa un elemento cartilaginoso adicional debajo del
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Figura 65.- Morfologia del tarso en la familia Pelodytidae. En blanco, el
cartilago; en negro, el hueso. A, B y C, variabilidad en Pelodytes

punctatus; D, Pelodytes caucasicus (s6lo elementos éseos).
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prehallux 3 (n = 5; 17.86%; figura 65 C).

De los ocho elementos, Pelodytes punctatus presenta osificado siempre
uno: el tibialfibular (figura 65 C). Como méximo hemos encontrado osificados

seis, en uno de los machos de mayor tamafio: tibialfibular, central, tarsal 1,

tarsal 2, prehallux 1 y prehallux 2 (figura 65 A4).

En el unico tarso de Peladytes caucasicus estudiado sélo se encontraba
osificado el tibilalfibular. Al menos presentaba dos elementos cartilaginosos
en el prehallux; pero no podemos descartar la existencia de mas piezas en el
mismo, ni pudimos establecer el nimero de tarsales, ya que la tincién resulto

deficiente. E1l dibujo puede contemplarse en la figura 65 D.

En la familia Megophryidae, el tarso de Megophrys montapa esta
compuesto por ocho elementos: tibial, fibular, prehallux 1, prehallux 2,

prehallux 3, central y dos tarsales. El tibial y el fibular sufren osificacién;
pero los restantes elementos del tarso, excepto las uGltimas falanges del
prehallux, estan constituidos por cartilago calcificado. En 'la figura 66 A se

presenta un dibujo del mismo en norma dorsal.

El tarso de Leptobrachium hasseltil presenta siete elementos, como

puede verse en la figura 66 B. Las epifisis comunes al tibial y al fibular se
hallan fuertemente calcificadas, al igual que los restantes elementos del
tarso, exceptuando el prehallux 2 que se conserva cartilaginoso en su mayor

parte.

Hasta el momento, se han descrito nueve variaciones en el numero de
elementos del tarso (Howes & Ridewood, 1888). En la figura 67 las
reproducimos del trabajo original. Si prescindimos de las variaciones debidas
a la existencia de uno, dos, tres o cuatro elementos en el prehallux
(sefialadas con asterisco en la figura), nos quedamos con cuatro tipos de
tarso. Tres de ellos tienen en comin tres huesos: tibial, fibular y central;
difieren en la posesién de uno (tipo Ceratophrys ornata), dos (tipo Xenopus
laevis) o tres tarsales (tipo Alytes gbstetricans). El cuarto modelo descrito
por estos autores se caracteriza por la fusién del tibial y el fibular en toda

su longitud, y 1la existencia de un central y tres tarsales (Pelodytes
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Figura 66.- Morfologia del tarso en la familia Megophryidae. En negro, el

cartilago calcificado; en blanco, el hueso. A, Megophrys mantana;
B, Leptobrachium hasseltii.
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Figura 67 .-

Tipos de tarso en Anuros (Howes & Ridewood, 1888). Los sefialados
con un asterisco sélo difieren en el numero de elementos del
prehallux. A, Alytes obstetricapns; B, "Bombinator igneus" (=
Bombina bombina); C, Pelodytes punctatus; D, "Xenophrys monticola"
(= Megophrys montapa’; E, Limnodynastes tasmaniensis; F, Xenopus

laevis; G, Hyla caerulea; H, Ceratophrys ornata, y K, Phryniscus
laevis.
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punctatus).

Las descripciones de tarsos de anuros fésiles son escasas, debido a que
la naturaleza cartilaginosa de los tarsales impide su fosilizacién. Sélo en
Thoraciliacus rostriceps y Cordicephallus gracilis (Pipidae) se han encontrado
tarsos con siete y ocho elementos, respectivamente (Nevo, 1968). Correspondian
al tibial, fibular, central; tarsales 1, 2 y 3, y prehallux 1 en la primera
especie y al prehallux 2, ademas, en la segunda. En Macropelobates osbarni
(Pelobatidae) fosilizaron seis huesos: tibial, fibular, preballux 2, prehallux
1, central y un tarsal -probablemente el 2- (figura 28 en Estes, 1970) En
Palaegbatrachus grandipes (Palaeobatrachidae) sélo osificaba el tibial,
fibular, central y tres segmentos de prehallux (Jarosova, 1974). Del tarso de
Notobatrachus degiustol (Ascaphidae) Gnicamente fosilizaron el tibial y el
fibular (Estes & Reig, 1973), y de Eodiscoglossus santonjae (Discoglossidae),

ademas de los dos huesos anteriores, el central y el prehallux 1 (figura 1-10
en Estes & Reig, 1973; Vernaud-Grazzini & Wenz, 1975).

En cuanto al nimero de centros de condrificacién, en Pelobates cultripes

hemos encontrado uno por cada elemento del tarso menos el central, que posee
dos. En total ocho centros. De este género sélo se ha estudiado con
anterioridad el desarrollo del tarso de la especie centroeuropea, Pelobates
fuscus, (Chomiakoff, 1894; Schmalhausen, 1908; Holgrem, 1933) que, como
podemos ver en la figura 64 E, generalmente presenta tres tarsales.
Chomiakoff (1894) describié un sélo centro de condrificacién para cada
elemento, incluido el central. En cambio, Schmalbausen (1908) y Holgrem
(1933), ademas de detectar dos centros de condrificacién en la ontogenia del
central homologan el tarsal 3 a un central 3 + tarsal 3, aunque Schmalhausen
nunca identifica dos esbozos cartilaginosos independientes en su desarrollo.
Holgrem (1933) afirma haber wvisto ambos elementos, central 3 y tarsal 3,
independientes, pero no muestra ninguna fotografia. A pesar de la gran
cantidad de P. cultripes que he examinado no he podido confirmar, en esta

especie, el origen doble del tarsal 3.

En Pelodytes punctatus se identifican 10 centros de condrificacién de

aparicién constante, que surgen en la siguiente secuencia: fibular (estadio 32;
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figura 68 A), tibial (estadio 33); tarsal 3 (estadio 35; figura 68 B); central
dorsal, central ventral, prehallux 1 y tarsal 2 (estadio 37; figura 68 D y
lamina IX A); prehallux 2 y tarsal 1 (estadio 38; figura 69 A y lamina IX B);
por ﬁlfimo, el esbozo del prehallux 3 se independiza en la primera semana
después de finalizar la metamorfosis. Los centrales dorsal y ventral se
fusionan en el estadio 38. En algunos ejemplares del estadio 37 aparece un
esbozo cartilaginoso muy pequefio sobre el tarsal 3, que aparentemente se.
fusiona con él en ese mismo estadio, pues no se detecta en el estadio 38 o
posteriores. Lo mismo sucede sobre los tarsales 2 y 1 entre los estadios 44 y
46, y de nuevo también sélo en algunos ejemplares. Esto nos hace dudar sobre
s1 dichos esbozos seran de aparicién constante, pero de individualidad fugaz
durante el desarrollo; o bien, aparecen esporadicamente tan sélo en algunos

individuos.

Fo existen otras descripciones del desarrollo del tarso en las familias

Pelobatidae, Pelodytidae o Megophryidae.

De las restantes familias de anuros, se conoce el desarrollo del tarso

de siete especies, pertenecientes a las cinco familias siguientes:

- Discoglaossidae: "Bombinator  igpeus" = Bombina
bombina) (Schmalhausen, 1908);
"Bombinator  pachypus" (= Bombina
variegata) (Steiner, 162D, y
Discoglossus pictus (Jarosova, 1974).

Pipidae: Xenopus _ laevis (Holgrem, 1933;
Jarosova, 1974; Saint-Aubain, 1981;

Shubin & Alberch, 1986).

- Hylidae: Hyla arborea (Schmalhausen, 1908)

-~ Bufonidae: “Bufo variabilis" (= Bufo viridis)
(Schmalhausen, 1508)

- Ranidae: Rana arvalis (Tschernoff, 1907).

- Lla duracién del proceso de condrificacién del tarso de Pelobates
cultripes a 282C es de 11.63 dias (del estadio 32 al final del estadioc 37). En
Pelodytes punctatus el proceso transcurre entre el estadio 32 y la 12 semana
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Desarrollo de la pata posterior y cintura pelviana de Peladytes
punctatus. Secuencia de condrificacién. A, estadio 32; B, estadio
35; C y D, estadio 37. 1, fémur; 2, fibula; 3, tibial; 4, fibular; 5,
ilion; 6, metatarsiano IV; 7, tibial; 8, metatarsiano V; 9, isquion;
10, tarsal 3; 11, central dorsal; 12, central ventral; 13,

prehallux 1, y 14, tarsal 2.
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Desarrollo del tarso de Pelodytes punctatus. En azul, el
cartilago; en rojo, el hueso. A, estadio 37; tibial y fibular con

sus epifisis fusionadas. B, estadio 38; se inicia la osificacién
del tibial y el fibular, a la vez que el proceso de fusién. C,
estadio 41; la osificacién de tipo pericondral se ha iniciado en
las falanges; la fusién del tibial y el fibular supera el 50% de
su longitud. D, estadic 46; fusién del tibial y el fibular

précticamente concluida.
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Figura 69.- Procesoc de osificacién y de fusién del tibialfibular en Pelodytes
punctatus. A, estadio 38; B, estadio 39; C, estadio 40; D, estadio
42; E, estadio 43; F, estadio 45; G, estadio 46; H, primera semana

postmetamérfica; K, adulto.
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postmetamérfica.

En Pelobates cultripes y P. varaldii solo hay un centro de osificacién

por cada hueso del tarso. En Pelodytes punctatus los huesos osifican a partir
de un unico centro, con la excepcién del tibialfibular que osifica a partir de

dos centros, uno en el tibial y otro en el fibular.

La secuencia de osificacién del tarso de Pelobates cultripes es 1la

siguiente: tibial y fibular (12 etapa); prehallux 2 y prehallux 1 (22 etapa);
central, tarsal 2 y tarsal 3 <(etapa adulta). La tercera etapa presentaba
notables diferencias entre machos (llegan a osificar los tres elementos) y

hembras (s6lo osifica el central en el 28.6% de los ejemplares estudiados).

En Pelobates varaldii los siete elementos del tarso comunes con
Pelobates culiripes osifican en la misma secuencia. El elemento adicional que
presenta P, varaldii -tarsal 1- osifica en 0ltimo lugar.

En la especie norteafricana, al igual que en la ibérica, la tercera etapa
de la osificacién se inicia un afio después de alcanzar la madurez sexual, y
presenta diferencias importantes entre machos y hembras. Los tarsales 1, 2 y
3 no osifican nunca en las hembras y si en algunos machos. El central osifica
en todos los machos a partir del 22 afio de edad y s6lo en el 43.75% de las
hembras. Los histogramas de frecuencia del nimero de elementos osificados en
el tarso de P. varaldii, separando machos y hembras, se representan en la
figura 70. Las diferencias entre ambos sexos son muy altamente significativas
(niv = 18; n= = 16; U = 247.50; P = 0.0002).

En los machos de P, varaldii, al igual que en P._cultripes, existe una

relacién positiva y significativa entre el numero de elementos osificados en
el tarso y el tamafio del ejemplar (n = 18; rs = 0.4719; S = 511.73; P < 0.05)
y entre dicho numero y la edad (n = 18; rs = 0.4452; S = 537.60; P < 0.05).
Sin embargo, si prescindimos de los dos machos de un afio, deja de haber
relacién significativa entre el estado de osificacién del tarso y el tamafio (n
= 16; re = 0.2278; S = 525.10; P > 0.10) y entre dicho estado y la edad (n =
16; rs = 0.1714; S = 57745; P > 0.10). En las hembras no hay relacién
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Figura 70.- Pelobates varaldii. Distribucién de frecuencias del nuimero de
elementos osificados en el tarso de machos y hembras. Las

diferencias entre ambos sexos son muy altamente significativas.
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significativa ni entre el nimero de huesos del tarso y el tamafio (n = 16; rs
= 0.1508; S'= 577. 46; P > 0.10, ni entre dicho nimero y la edad (n = 16; rs =
0.1118; S = 603.98; P > 0.10). Los diagramas de dispersién correspondientes se

muestran en las figuras 71 y 72.

La secuencia de osificacién de los elementos del tarso de Pelodytes
punctatus transcurre como sigue: tibialfibular (estadio 38); central, tarsal 1,
tarsal 2, préhallux 1 y prehallux 2 (adultos). El tarsal 3 y el prehallux 3
nunca osifican en esta especie. Podemos dividir la osificacién del tarso en

dos etapas.

La primera de ellas afecta al tibialfibular. Dada la peculiar anatomia
de este hueso, en la figura 69 dibujamos aspectos sucesivos en la progresién

de la fusidén y la osificacién de los dos elementos que lo constituyen.

Las epifisis proximales del tibial y el fibular se fusionan bhacia la
mitad del estadio 37 (figura 68 C y lamina IX A); y las distales al finalizar
el mismo (figura 68 D). La osificacion de ambos elementos se inicia en el
estadio 38 (figura 69 A) y la fusion de sus diafisis en el 39 (figura 69 B y
lamina IX B). La fusién afecta al 83% de la longitud del fibular al finalizar
la metamorfosis (estadio 46; figura 69 G y lamina IX D).

En el estadio 38 se encuentra osificado el 25% de la longitud del
fibular (figura 69 A y léamina IX B); el 40% en el estadio 40 (figura 69 C); el
61% en el estadio 42 (figura 69 D y lémina IX C) y el 83% en el 46 (figura 69
G y lamina IX D). En el adulto, entre el 88 y el 90% de la longitud del

fibular -incluidas las epifisis- esté& comnstituida por tejido éseo.

En la figura 73, se muestra el paralelismo de 1los procesos de
osificacién y fusién del tibial fibular de Pelodytes punctatus. Los datos en

que se basa la figura se detallan en la tabla 42.

En cuanto al crecimiento relativo en longitud de los elementos largos
del tarso, tenemos que decir que el fibular pasa de tener una longitud méxima
equivalente al 1% de la longitud cabeza + cuerpo en el renacuajo de estadio
33, al 5% en el estadio 37, el 10% en el 39, el 17% en el 42; el 21% en el 43
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Estadios de desarrollo (Gosner, 1960)

Pelodytes punctatus. Trazo medio, crecimiento en longitud del

fibular (expresado como porcentaje de la longitud cabeza +
cuerpa). Trazo grueso, progreso de la osificacién del fibular, vy,
trazo fino, progreso de su fusién con el tibial (expresados como
porcentajes de la longitud del fibular en cada estadio, incluidas

las epifisis).
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. Tabla 42.- Pelodytes punctatus. Crecimiento en longitud relativa del fibular,

progreso de su fusién con el tibial y avance de su osificacién a lo

largo del desarrollo.

Estadio de Longitud del % de la long. % de la long.
Gosner fibular del fibular del fibular
(4 de LCD) fusionada osificada
33 1 .13 0 0
35 3 .01 0 0
36 3 .54 0 0
37 3 .63 0 0
37 4 ,39 24 .67 0
37 S 60 29 .53 0
38 6 .32 25 .37 0
38 6 .67 28 .13 25 .18
39 10 .44 62 .18 47 .13
40 13 .12 96 .67 40 .52
42 17 .35 73 .80 60 .93
43 20 .84 60 .73 74 .86
45 23 .92 71 .4 84 .33
46 24 .53 83 .24 82 .92
22 sem. 24 .19 90 .58 80 .51
adulto 28 .58 100 87 .74

adulto 25 .03 100 89 .83
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y el 24% en el 46; su longitud en el adulto oscila entre el 25 y el 28% de su
talla (tabla 42). El aumento de longitud relativa del tarso de Pelodytes
punctatus a 1lo largo de su desarrollo larvarioc y su crecimiento
péstmetamérfico se representa también en la figura 73. Al fin de 1la
metamorfosis, el tibialfibular de P. punctatus muestra unas proporciones

semejantes a las del adulto.

La segunda y ultima etapa de la osificacién del tarso de P. punctatus
afecta al central, tarsal 1, tarsal 2, prehallux 1 y prehallux 2. Esta etapa

presenta dimorfismo sexual: en las hembras sélo osifica el central.

En la figura 74 se representan los histogramas de frecuencia por
clases, segiun el numero de elementos del tarso osificados, de los machos y
las hembras estudiados. El escaso numero de hembras (n = 3) invalida

cualquier comparacién estadistica de la distribucién de los datas.

En los machos, la relacién entre el numero de elementos del tarso
osificados y el tamafio es positiva y altamente significativa (n = 26; rs =
0.5173; S = 1411.90; P < 0.01). El diagrama de dispersién'de las dos variables

se representa en la figura 75.

En cuanto a la duracién del proceso de inicio de la osificacién en el
tarso, en P. cultripes la primera y segunda etapas transcurren entre los
estadios 39 y 46 de la tabla de Gosner y dura 9,33 dias. La tercera etapa se
inicia al afio siguiente de alcanzar la madurez sexual; tiene una duracién
imprecisa, y afecta a m&s elementos en los machos. En P, varaldii, la tercera
etapa de la osificacién del tarso también implica més elementos en los
machos. En Pelodytes punctatus sélo bay dos etapas. La primera se inicia en
el estadio 38 y la segunda por lo menos un afio después de que las gonadas
maduren; al igual que en las dos especies anteriores, esta etapa presenta
dimorfismo sexual. Consultar la tabla 41. El tibial y el fibular de Xenopus
laevis (Fewth, 1956) inician su osificacién en el estadio 56 de su tabla
normal (equivalente al 37 - 39 de la de Gosner) y los restantes elementos en
la etapa adulta (Bernasconi, 1951). En Rana pipiens (Kemp & Hoyt, 1969), el

tibial y el fibular empiezan a osificar en el estadio XI de su tabla normal
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(equivalente al 36 de la de Gosner); los autores no indican cuando osifican
los tarsales. No hay datos sobre la duracién del proceso de osificacién del

tarso de cualquier otro anuro.

La trayectoria ontogenética del proceso de condrificacién y de
osificacién del miembro posterior y cintura pelviana de P. cultripes, en
tiempo real a 282C, se representa en la figura 76. Los datos con que bemos

realizado dicha figura pueden consultarse en la tabla 43.

La trayectoria del proceso de osificacién del miembro posterior y
cintura pelviana de Pelobates cultripes, modificada para poder compararla con
la de Pelodytes punctatus se muestra en la figura 77. En abcisas, en vez de
representar tiempo real, representamos la longitud media cabeza + cuerpo a
cada estadio de Gosner. Los datos a partir de los cuales construimos esta

representacién figuran en la tabla 44.

Las anomalias mas comunes en el miembro posterior y cintura pelviana,

se reducen a:

- variabilidad en el numero de tarsales, detectada en Pelobates culiripes,
P. varaldii y B. fuscus. '

- 'variabilidad en el namero de elementos del prehallux, muy comdn en

Pelodytes punctatus.

- variabilidad en el estado de osificacién del tarso en los adultos de
las familias Pelobatidae y Pelodytidae, condicionada fundamentalmente

por el sexo del animal, y secundariamente por su tamafio.

- asimetrias en el numero de elementos afectados de osificacién entre una
pata y otra. Dado que siempre y exclusivamente afectaban al Gltimo
elemento de la secuencia, he interpretado estas asimetrias como
temporales y he considerado que la osificacién del elemento en cuestién
ya se habia iniciado, aunque esto sélo fuera estrictamente cierto para

uno de los elementos del par.
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Figura 76.~ Pelobates culiripes. Trayectorias ontogenéticas de los procesos

de inicio de la condrificacién y de inicio de la osificacién del

miembro posterior y de la cintura pelviana.



Tabla 43f— "Para

cada

temperatura

-2

estadio de

43-

Gosner (1960), edad caracteristica a

éptima de crecimiento (282C) y namero de centros de

condrificacién y de osificacién presentes en el miembro posterior y

cintura pelviana de Pelobates cultripes.

Estadio Edad a Edad N° de centros N® de centros
de que se alcanza caracteristica de condrificacién de osificacién
Gosner cada estadio a 28° C presentes presentes
a 28° C (en dias) (en dias)
28 3 .50 4 .12 0
29 4 .75 5 .62 1
30 6 .50 7 .25 3
31 8 .00 8 .81 3
32 9 .62 9 .99 S
33 10 .37 10 .81 6
34 11 .25 11 .75 7
35 12 .25 13 .00 13
36 13 .75 15 .25 18
37 16 .75 19 .00 33
38 21 .25 22 .56 6
39 23 .87 24 .31 13
40 24 .75 25 .25 21
a1 25 .75 26 .75 25
42 27 .75 28 .37 25
43 29 .00 30 .00 25
44 31 .00 31 .66 27
45 32 .33 32 .83 27
44 33 .33 33 .33 28
hembras 29
machos 31
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Figura 77.-

Longitud cabeza + cuerpo (mm)

Trayectorias ontogenéticas del proceso de inicio de la
osificacién en el miembro posterior y cintura pelviana de

Pelpbates culiripes y Pelodytes punctatus.
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Tabla 44.- Para cada estadio de Gosner, longitud media cabeza + cuerpo (LCC)

y numero de centros de osificacién presentes en Pelobates cultripes y

Pelodytes punctatus.
Pelobates cultripes Pelodytes punctatus

Estadio LCC N2 centros Lcc N@ centros
Gosner de osificacién de osificacion

36 : 14.47 0

37 29.12 0 15.06 4

38 28.94 6 16.14 10

39 30.36 13 17.06 11

40 28.85 21

41 25.19 25 15.44 15

42 15. 66 20

43 15.20 24

44 23.11 27 13.63 26

45

46 24.03 28
Hembras 79.57 29 30.59 27

Machos 79.87 31 30.20 31
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4. CONCLUSIONES GENERALES

Esta tesis se ha realizado sobre el desarrollo del esqueleto de los

anuros en sus etapas media y final, y tanto el tema como las familias objeto

de estudio eran muy poco conocidas. Por ello, en este capitulo no resulta

factible enumerar todas las observaciones y descripciones nuevas que se han

realizado y sb6lo reseflaremos las conclusiones que tienen implicaciones y

repercusiones més generales.

Los estadios de Gosner de la etapa larvaria de Pelobates cultripes
presentan duraciones muy desiguales, incluso cuando la temperatura del

agua se mantiene constante.

Se propone un método patrén para calcular la duracién en dias de cada
estadio. Este método permite comparaciones interespecificas. Consiste en
medir la duracién -en dias u horas- de cada estadio a la temperatura

optima de crecimiento, en cada especie.

Durante la metamorfosis, los renacuajos, ademés de la disminucién de
longitud total debida a la reabsorcién de 1la cola, experimentan
paralelamente una reduccién de su longitud cabeza + cuerpo. Esta se
explica, a nivel morfolégico, por reabsorcién de la pileza cloacal,
acortamiento de la parte anterior del crédneo y contracciéon de los
espacios intervertebrales. La reduccién es proporcionalmente mayor en los

renacuajos de mayor tamafio.

Las poblaciones del género Pelobates no presentan diferencias entre

machos y hembras en la edad a la que maduran las génadas.

Las poblaciones del género Pelobates no presentan diferencias de

longevidad atribuibles al sexo.

Las poblaciones del género Pelobates no presentan dimorfismo sexual en
talla.

Las diferencias de tamafio y de longevidad interpoblacionales de
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Pelobates culfripes se consideran, en principio, asociadas a factores
ambientales. En concreto, la poblacién capturada a nivel del mar se

mostré significativamente més pequefia y menos longeva.

El crecimiento en 1longitud de Pelobates cultripes y P, _varaldii se
considera terminado dos afios después de lograr la madurez sexual. La
primavera inmediatamente siguiente al invierno en que maduran las
génadas, los sapos siguen creciendo en longitud cabeza + cuerpo y
probablemente no se reproducen; la segunda primavera después de la
madurez se reproducen con toda seguridad y crecen un poco més, luego el
crecimiento en longitud de los animales se interrumpe. De hecho, nuestros
resultados cuestionan la validez general de la teoria del crecimiento

indefinido de las especies poiquilotermas.

Las diferencias de tamafio entre los adultos de Pelobates cultripes y PE.
varaldii se explican por un desfase en el momento de alcanzar la madurez
sexual. Esto acarrea una morfologia pedomérfica de tipo progenético en P,
varaldii, con menor longitud cabeza + cuerpo en esta especie que alcanza

un afio antes la madurez sexual.

Se concluye que las secuencias de osificacién de los cuatro segmentos
en que hemos dividido el esqueleto caracterizan, inequivocamente, el
desarrollo de una especie. Si a esto afiadimos que la variabilidad
intraespecifica detectada es bajisima, podemos recomendar vivamente la
utilizacién de secuencias de osificacién como caracteres taxonémicos en
la inferencia de filogenias. Estos caracteres afectan a un segmento del
proceso de desarrollo; no son s6lo rasgos distintivos de la etapa
larvaria o adulta, como el resto de los caracteres utilizados hasta 1la

fecha en la taxonomia de anuros.

Nuestros resultados demuestran que, como cabia esperar, las especies del
mismo género manifiestan diferencias de muy pocos pasos en sus
secuencias de osificaciéon. Estas diferencias son mayores entre las
especies de las dos familias estudiadas -que tradicionalmente se han
considerado muy proximas filogenéticamente-, y son mucho mAs acusadas

con las especies de las restantes familias revisadas. Por tanto, los
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resultados de las comparaciones interespecificas son congruentes a
grandes, rasgos con la macrotaxonomia actual. Consecuentemente, se
recomienda la acumulacién de més datos sobre este tipo de caracteres del
desarrollo procedentes de més especies y de mas familias, pues se

requieren para inferir relaciones de parentesco entre ellas.

La utilizacién de estos datos exigir4d la elaboracién de indices de
similaridad entre secuencias y entre estadios. La obtencién de los mismos

se hallaréd sujeta a la siguiente restriccién:

El nimero de ejemplares necesario para establecer secuencias detalladas
oscilara entre cinco y diez por estadio, ya que el nimero minimo ha de
ser igual, al menos, al nimero de centros que inician su osificacién. Esta
imposicién garantiza suficientes "instanténeas" de un proceso que, ademés
de ser continuo, est4d dividido en estadios muy desiguales tanto en
duracién como en nimero de acontecimientos de diferenciacién del
esqueleto. A la vez, minimiza la subjetividad en la determinacién de los
estadios, tanto de un mismo autor en distintos momentos como, sobre todo,
las diferencias de apreciacién entre distintos investigadores cuando se

quieren comparar los resultados de sus trabajos.

De nuestras indagaciones preliminares se desprende que el momento de
inicio de la mineralizacién de los huesos se ve afectado en gran medida
por factores ambientales, tales como la temperatura o la crianza en
cautividad. Estos resultados obligan a que los trabajos relacionando la
osificacién del esqueleto con otros procesos del desarrollo morfolégico -
estadios de Gosner, por ejemplo- deban ser realizados exclusivamente con
ejemplares colectados en el campo en situaciones "no limite", que son los
que presentan rangos de variacién més reducidos. Por encima de todo, esta
recomendacién ha de aplicarse estrictamente en las comparaciones
interespecificas del momento de inicio de la osificacién de cada hueso.
Dada la variabilidad de estos caracteres, no son aconsejables para
estudios taxonémicos; aunque estos datos son claves en la identificacién

de heterocronias.

Para cada centro de osificacién, se propone que se considere estadio
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de inicio de su mineralizacién, el primero de la serie en el cual al menos
el 50% de los ejemplares examinados presenta mineralizacién. Se censura
el criterio empleado hasta ahora por otros autores 'que consideran estadio
de inicio el primero en que algin ejemplar, aunque sea uno solo, presenta
mineralizacién, pues favorece que las escasas excepciones se consignen

como patrén tipico de la especie.

En Pelobates cultripes se han detectado pequefias alteraciones respecto
a la secuencia patrén, en las secuencias de osificacién del craneo y del

carpo. Estos datos contribuyen a confirmar la hipétesis de Hanken & Hall
|
(1984) de que la secuencia de osificacién es un conjunto de sucesos

esencialmente independientes.

Se confirma la colaboracién de una osificacién medial de tipo dérmico
en la constitucién del frontoparietal de Pelobates cultripes y P. varaldii.
Rocek (1980) la describié con todo detalle en P, fuscus y P. syriacus; sin
embargo, dudamos de la importancia filogenética que dicho autor atribuye
a este centro de osificacién adicional, apoyéndonos en la gran diversidad
que existe, publicada en la bibliografia, en cuanto a nimero de centros de

osificacién en los huesos de membrana del craneo de los anuros.

Se coincide con otros autores en que la reduccién del namero de
vértebras presacras en los anuros es un caracter derivado de todo el
orden. Se hipotetiza la desaparicién de las Gltimas vértebras por un
simple proceso de heterocronia. Después de la condrificacién de las nueve
0 diez primeras vértebras, en las estadios 25 y 26, se produciria una
ralentizacién del proceso de diferenciacién vertebral, llegando finalmente
a la interrupcién del proceso de condrificacién dos o tres arcos neurales
més tarde, al final de la metamorfosis. Este fenémeno iria asociado con
una aceleracién del ritmo de crecimiento longitudinal de los huesos

largos de los miembros y de las cinturas.

La presencia en Pelobates cultripes de centros de osificacién

independientes en las apdéfisis transversas de las ultimas vértebras
presacras, 52, 62, 72 y 88, bhace posible la homologacién de dichas

apéfisis con costillas. No ha podido confirmarse 1la existencia de
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costillas en Pelodyles punctatus.

El estudio comparado del desarrollo de 1la columna vertebral de
Pelobatidos y Peloditidos nos permite afirmar que la procelia de sus
veértebras adultas se alcanza por un proceso de desarrollo convergente.
Sélo se presentan céndilos libres en los pelobatidos juveniles. Por tanto,

dicho caréacter debe codificarse de distinta manera en las dos familias.

Nuestros resultados, en cuanto a porcentajes de malformaciones en la
columna vertebral de renacuajos y adultos, nos permiten afirmar
rotundamente que las asimetrias del sacro no tienen ninguna repercusién
significativa en la probabilidad de supervivencia de los individuos que

las padecen.

La variabilidad existente en la columna vertebral de las especies
estudiadas en cuanto a: numero de vértebras presacras, fusién de
vértebras, tipo de articulacién sacrococcigea y presencia de procesos
transversos en el urostilo, aboga en contra de su wutilizacién
indiscriminada como caracteres taxonémicos a nivel familiar sin umna

valoracién previa, taxén por taxén, de su variabilidad intraespecifica.

Del estudio cuidadoso de la condrificacién de la cintura pelviana de
Pelobates cultiripes y Pelodytes punctatus se desprende que en ningin
momento de su ontogenia existe una pieza cartilaginosa independiente que
pueda asociarse al pubis. Tampoco se ha encontrado una descripcién clara
de la posible ontogenia del pubis en la revisién bibliografica efectuada.
Como consecuencia, se defiende la ausencia de pubis al menos en las dos

familias estudiadas.

Las osificaciones que se inician después de la madurez sexual -carpo y
tarso- mostraron diferencias significativas entre ambos sexos en su
estado de mineralizacién, en las tres especies de las que se estudié gran
numero de ejemplares. Estos resultados nos parecen suficientes para
enunciar una hipétesis sobre la osificacién mas intensa del carpo y del
tarso en los anuros machos, respecto a las hembras de su misma especie.

Ademas, esperamos que el dimorfismo sea més acusado en las especies con
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mayor talla adulta de entre las varias de un mismo género. Esta
conclusién tiene repercusién en paleontologia:” en especies fésiles de
anuros, seré posible identificar el sexo de una fraccién de individuos en
las poblaciones de las cuales existan, al menos, veinte carpos y tarsos

bien conservados.

En las especies examinadas, la variabilidad en el numero de elementos
del carpo ha sido précticamente inexistente a nivel intraespecifico e
intragenérico. Pero, de los estudios del proceso de condrificacién y de la
revisién bibliografica efectuada, se deducen multitud de convergencias en
la morfologia adulta. No obstante, la gran divergencia de los carpos
adultos de Megophrys y Leptobrachium afiade un dato que nos parece
importante para la posible ubicacién de estas especies en familias

distintas.

Se rechaza el modelo de desarrollo del carpo de los tetrapodaos de
Holgrem (1933). Los datos no apoyan la recapitulacién durante el
desarrollo del carpo de un modelo ancestral, equivalente en ndimero de
elementos al del anfibio  Eriops, el cual poseia el carpo conservado

completo méas antigiio que se conoce.

Se sugiere que el tibial y el fibular de los anuros podria proceder de
la duplicacién de la tibia y la fibula, en vez de pertenecer al tarso. Para
ello, nos basamos en el tipo de osificacién que sufren -idéntica a la de
los restantes huesos largos- y en su comportamiento en las secuencias de
condrificacién y de osificacién del miembro posterior. Mientras no se
descubran fésiles que prueben un alargamiento progresivo de estos dos
huesos, me parece que también debe tenerse en cuenta la posibilidad de su

aparicién filogenéticamente brusca por un mecanismo de duplicacién.

Se rectifican los siguientes caracteres diagnésticos de la familia
Pelobatidae (Lynch, 1973; Cannatella, 1985):

- Presencia de columella: este hueso falta en Pelobates cultripes, P,
fuscus, y PB.__syriacus, aunque se encuentra osificado y Dbien
desarrrollado en P, varaldil y todas las especies de 1los géneros



28.

29,

30.

- 258 -

Scaphiopus y Spea.

- Fusién del sacro y el urostilo: sélo es cierta en Pelgbates fuscus, P.
syriacus y las especies de los géneros Scaphiopus y Spea. El 83% de los
adultos de Pelobates cultripes y la casi totalidad de los P. varaldii
conservan individualizadas ambas piezas, y articuladas por un sélo

céndilo de tamafio insignificante.

Se rechazan, por erréneos, los siguientes caracteres diagnésticos de la
familia Pelodytidae (Lynch, 1973; Cannatella, 1985): fusién del atlas y la
segunda vértebra, anomocelia de la columna vertebral, y articulacién
sacrococcigea monocondilar. Esta Gltima articulacién es de tipo

bicondilar, con tendencia a la fusién parcial de los dos céndilos en los

Pelodytes punctatus de mayor tamafio.

Se aflade un nuevo caracter a las diagnosis de las familias Pelobatidae
y Pelodytidae: la presencia en todas las especies de un hueso del carpo
descrito e identificado como tal por primera vez en este trabajo, el

subulnar.

Los estudios comparados de desarrollo se han revelado como el mejor
método para filtrar los caracteres éseos utilizados en la
macrosistemética del orden Anura, pues permiten identificar -y eliminar
de los andlisis- muchos caracteres convergentes y ponderar otros. La
ponderacién es necesaria en caracteres afectados de gran variabilidad
intraespecifica, elevado porcentaje de malformaciones, o resultado maltiple
de un sélo y simple proceso heterocrénico. Por otra parte, estos estudios
sirven para caracterizar inequivocamente todos los estadios de desarrollo
de una especie. Ademé&s, con ellos se podran inferir filogenias entre
varias especies estadio por estadio y, posteriormente, examinar la

congruencia de los resultados.
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Relacién de los ejemplares examinados en esta Tesis.

Las abreviaturas de las colecciones utilizadas son las siguientes:

MNCN = Museo Nacional de Ciencias Naturales, Madrid

¥M, P P, PV, RPC, RPCPC, RPF, RPV y SM = siglas de trabajo del Museo
Facional de Ciencias KNaturales, Madrid

ZFMK = Zoologisches Forschungsinstitut und Museum Alexander Koening,

Bonn

Las abreviaturas entre paréntesis indican el tipo de manejo a que fue

sometido cada especimen:

(ED)> = Esqueleto desarticulado

(ME) = Medidas externas

(T1)> = Tincién con alizarina

(T2) = Tincién con alizarina y azul de alcian

FAMILIA MEGOPHRYIDAE

Leptobrachium basseltii (n = 1 adulto)
MECN 86121631 (ED, Ti1, T2)

Negophrys montana (n = 10 adultos)

MNCK 86121622 - 86121630 (ED, T1, T2); MMO10 (T2

FANILIA PELOBATIDAE

Pelobates culiripes (n = 64 adultos y juveniles)
MNCN 8204011 (ED)>; 8401109 (ED); 8405231 (ED); 8410101 ~ 8410104 (ED, ME,

Te2); 861211 - 8612119 (ED, ME, Ti, T2); 86121110 - 86121127 (ED, ME, T1, T2);
86121128 (ED>; 86121177 - 86121194 (ED, ME, T1, T2); Manzanares el Real (T1).
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RPC 381 - 385 (T2)>; 389 - 390 (T2); 395 - 397 (T2).

(n = 195 renacuajos)
RPC 006 - 008; 010 - 019 (ME, T2); ’
RPC 039; 041 - 047; 049 -~ 051; 058; 059; 064; 066; 081 - 089; 091; 093 - 097;
099; 101'— 104; 108; 113; 114; 120; 122; 123; 126; 131; 271; 272; 274 - 277;
279; 283; 284; 287; 292; 294; 296; 300; 307; 308; 313; 315 - 333; 339 - 341;
344,; 346; 347; 349; 350; 352; 357 - 361; 363; 364; 386 - 388; 391 - 394; 398 -
402; 404; 408; 410 - 416; 421; 424 - 428; 430 - 432; 434 - 437; 439 - 449;
452 - 455; 457 - 461; 463; 466, 468 - 470; 477; 484, 485; 488 - 491, 496, 544,
585; 586; 588; 550; 595; 597; 599; 601; 602; 604; 605 (T2);
RPC 298; 301; 304; 306; 309; 311; 333F; 333K (ME).

Pelgbates fuscus (n = 46 adultos y juveniles)
MECN 662 - 664 (ME); 8301261 <(ED)>; 83012617 <(ED, ME, T1, T2); 83012812

(ED);8405295 (ED); 8612161 <(ED, ME, T1, T2); 8612162 (ED); 8612163 - 8612167
(ED, KE, T1, T2).

ZFMK 16006 (ME>; 20307 - 20312 (ME): 23838 (ME); 23853 (ME); 23854 (ME);
23858 (ME); 27950 (ME); 30126 - 30133 (ME); 34218 (ME); 35468 (ME).

(n 9 renacuajos)

RPF 101 - 103 (T2); 105 - 110 (T2).

Pelobates syriacus (n = 12 adultos y Jjuveniles)
MNCN 821021121 (ED, ME, T1, T2); 821021122 (ME, T2); 8210211123 (ED, ME, Ti,
T2).

ZFMK 9947 (ME); 9949 (ME); 23825 - 23830 (ME); 23837 (ME).

Pelaobates varaldii (n = 43 adultos y juveniles)
MNCN 8612168 (ED, ME, T1, T2); 8612169 (ED, ME, T1l, T2); 86121129 - 86121156

(ED, ME, T1, T2); 86121610 - 86121621 (ED, ME, T1, T2).
PV043 (ME, T2).

{n = 43 renacuajos)
PV 001 - 005; 008; 010 - 031; 033 - 042; 044 - 048 (T2).



- 282 -

Scaphiopus couchii (n = 10 adultos)
MNCN 8206161 (ED); 86121641 - 86121649 (ED, T1, T2).

Spea multiplicatus (n = 10 adultos)
MNCN 86121632 - 86121640 (ED, T1, T2); SM010 (T2).

FAMILIA PELODYTIDAE

Pelodytes punctatus {n = 41 adultos y Jjuveniles)
MNCN 86121157 - 86121176 (ED, T1, T2); 87011314 - 87011321 (ED, T1, T2);

87011322 (ED.
PP 1 (T2); 003 (T2); PP 100 - 110 (T2>.

(n = 161 renacuajos)
MECH 84110111 - 84110121 (ME, T2);
RPP 017 - 092; 112 -118; 121; 122; 125; 127 - 133; 135; 136; 141; 143 -
145; 149; 151; 156 - 159; 167 - 174; 181 - 185; 191; 196 - 201; 203 - 208;
211 - 214; 216; 221 - 224; 226 - 231; 236; 237; 246, 247 (T2).

Pelodytes caucasicus (n = 3 adultos)
MNCN 87011323 (ED, T1, T2)

ZFMK 16004 (ME>; 14072 (ME).
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