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Interrupcio i creixement en la
hibernacio del gripau corredor
(Epidelea calamita) en zones semiarides

Delfi Sanuy*, Neus Oromi*, Ricard Blanco* & Ulrich Sinsch**

Resum

Les particularitats de les poblacions amfibiques
que viuen en zones semiarides sotmeses a un alt
estrés ambiental es posen de manifest mitjangant
estudis d’esqueletocronologia. L’estudi pretén ava-
luar la correlacid histologica entre les marques de
creixement (lines of arrested growth [LAG]) que
es visualitzen en les falanges dels dits i I’edat
d’individus de gripau corredor (Epidelea calami-
ta). Existeix una correspondéncia entre el nombre
de LAG i el nombre d’hibernacions, de manera
que, en un principi, s’entén cada una de les linies
com un any de vida de 1’individu. En els resultats
trobats mitjancant I’analisi dels talls de les falan-
ges, s’aprecien un conjunt de linies multiples que
es consideren com una hibernacid interrompuda
per petits creixements durant els periodes més
calids de I’hivern i en certa part també per les
ocasionals precipitacions. Els resultats obtinguts
suggereixen l’existéncia d’un patré de creixe-
ment, en les poblacions d’amfibis en zones semia-
rides, diferent de qualsevol altre trobat en amfibis
de zones temperades.
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Abstract

Growth during interruptions in the hiberna-
tion in the natterjack toad (Epidelea calamita)
in semi-arid areas

The biology of amphibian populations in semi-
arid zones that suffer environmental stress can be
revealed through skeletochronological studies.
These studies aim to determine the age of natter-
jack toads from the lines of arrested growth
(LAG) that can be observed in the phalanges.
There is a correspondence between the number of
LAGs and the number of hibernation so that in
principle one LAG means one year of life. In the
analysis of the phalanges we found a group of
multiples lines, which we considered to be the re-
sult of a hibernation interrupted by short phases of
growth during warmer periods in winter and also
to some extent by the occasional precipitation.
The results obtained suggest a pattern of growth in
amphibian populations in semi-arid zones that is
different from any found in amphibian in temper-
ate zones.

KEy worbps: skeletochronology, semi-arid areas,
Epidelea calamita.
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Resumen

Interrupcion y crecimiento en la hibernacion
del sapo corredor (Epidelea calamita) en zo-
nas semiaridas

Las particularidades de las poblaciones de anfi-
bios que viven en zonas semiaridas sometidas a un
elevado estrés ambiental se ponen de manifiesto
mediante estudios esqueletocronologicos. El estu-
dio pretende evaluar la correlacion histologica en-
tre las marcas de crecimiento (/ines of arrested
growth [LAGY]) visibles en las falanges de los de-
dos y la edad de individuos del sapo corredor
(Epidelea calamita). Existe una correspondencia
entre el nimero de LAG y el nimero de hiber-
naciones, de manera que, en principio, cada una de
las lineas de crecimiento se traduce en un afio de
vida del individuo. En los resultados encontrados
mediante el andlisis de los cortes de las falanges,
se puede apreciar un conjunto de lineas multiples
que se consideran como una hibernacién interrum-
pida por pequefios crecimientos durante los perio-
dos mas calidos del invierno y ocasionalmente por
las precipitaciones. Los resultados obtenidos su-
gieren la existencia de un patrén de crecimiento,
en las poblaciones de anfibios de zonas semia-
ridas, diferente a cualquier otro encontrado hasta
el momento en anfibios de zonas temperadas.

PaLaBRrAS CLAVE: esqueletocronologia, zonas
semiaridas, Epidelea calamita.

Introduccio

La biologia dels organismes es regeix per
patrons de creixement, desenvolupament, ca-
pacitat de llurs reserves (storage) i repro-
duccio (Begon et al., 1996). En els amfibis,
I’any d’arribada a la maduresa, la longevitat,
el potencial reproductiu i la relaci6 entre la
mida i ’edat, entre d’altres, esdevenen trets
de vida connectats pels anomenats compromi-
sos (trade-offs) (Stearns, 1992, 2000). Les
variacions de la biologia dels individus entre
poblacions diferents d’anurs son sovint explica-
des per diferéncies en la qualitat de I’habitat
aixi com per la latitud i altitud i el clima (revi-
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si6 de Morrison & Hero, 2003: Bufo bufo
Hemelaar, 1988; Rana temporaria Ryser,
1996, Miaud et al., 1999; Rana sylvatica
Sagor et al. 1998; Litoria spp. Morrison et al.,
2004). A causa de la diferent inversio de
I’energia per dur a terme la reproduccié entre
els diferents sexes, llur estructura d’edats
també pot variar entre les poblacions (Char-
lesworth, 1980).

L’avaluacié de la majoria d’aspectes de-
mografics en les poblacions amfibiques re-
quereix metodes fiables amb la finalitat de
determinar 1’edat dels individus (Halliday &
Verrell, 1988). L’esqueletocronologia esdevé
un meétode emprat precis per a determinar
I’edat dels amfibis en zones temperades
(Smirina, 1972; Castanet et al., 1993). La vi-
sualitzacio de les linies o marques produides
per D’aturada del creixement (LAG: lines of
arrested growth) que es produeix durant la
hibernacié6 —o durant I’estivacid, si aquesta
es produeix— i el recompte del nombre de
LAG en cada tipus d’os, per exemple, la fa-
lange del dit, permet estimar 1‘edat amb un
estret marge d’error.

En el present estudi, s’han utilitzat méto-
des esqueletocronoldgics per tal d’avaluar la
correlaci6é entre les marques de creixement
(LAG) que es visualitzen en les falanges dels
dits 1 I’edat d’una poblacio6 de gripau corredor
(Epidelea calamita) situada en ’espai natural
de Mas de Melons —Lleida—. Aquesta zona
presenta un ambient estépic, amb un clima ca-
racteritzat per un déficit hidric, estius caloro-
sos 1 hiverns freds. En aquests ambients s’ha
desenvolupat una flora i fauna molt particu-
lars, adaptades a aquestes dures condicions
ambientals (Conesa et al., 1994).

Sén poc nombrosos els treballs efectuats
sobre amfibis en zones semiarides, (Miaud et
al., 2000; Miaud & Sanuy, 2005). Els amfibis
varen ser els primers vertebrats a conquerir el
medi terrestre i per tant els primers que varen
adoptar tota una série d’adaptacions (morfo-
logiques, fisiologiques i comportamentals)



que els va permetre establir-se en aquest
medi. Una de les limitacions ambientals que
varen haver de superar va ser la manca d’hu-
mitat. En els ambients estépics és on millor es
poden estudiar i comprendre els mecanismes
adaptatius d’aquests animals.

L’esqueletocronologia s’ha emprat en zo-
nes temperades i majoritariament en zones
subtropicals (Morrison & Hero, 2003) on els
cicles d’estacions anuals son clarament mar-
cats per hiverns freds o estius molt calorosos.
A causa de les particularitats especialment
climatiques de la zona d’estudi, s’espera que
I’espécie difereixi en les marques de creixe-
ment de la resta de poblacions de gripau cor-
redor europees estudiades (Tejedo et al.,
1997; Sinsch, 1997). En aquest treball ens inte-
ressa particularment estudiar com es comporta
I’espécie en condicions de sequedat i elevat
deficit hidric, i aquest comportament pot afec-
tar en la histologia oOssia de les seves poblaci-
ons. Les condicions d’aridesa que es donen en
les zones semiarides de la depressio de I’Ebre
esdevenen la clau per tal d’entendre la biolo-
gia 1 adaptabilitat d’aquestes poblacions.

Material i métodes

Area d’estudi

L’estudi s’ha efectuat sobre una poblacio
de gripau corredor Epidelea calamita de 1’espai
natural de Mas de Melons (entre la comarca
de les Garrigues i el Segria) (vegis figura 1).
El clima (estaci6 de meteorologia: Lleida-
Observatori 2, periode 1971-2000, Instituto
Nacional de Meteorologia) és mediterrani
moderadament continental amb una tempera-
tura mitjana de 24,7 °C (juliol) i a I’hivern de
5,3 °C (gener). La mitjana dels dies amb tem-
peratures per sota dels 0 °C és de 37 per any i
la precipitacio oscil-la entre els 350 1 400 mm.
L’espai de Mas de Melons (41° 30' 50" N, 0°
43' 30" E) es troba a 10 km al sud-est de

FiGgura

Lleida i inclou arees amb cultius de cereal
d’hivern i altres —menys— amb zones de
pastura de seca.

La vegetacio es caracteritza principalment
per la preséncia de la maquia de garric i argot
(Rhamno Iyociodis-Quercetum cocciferae),
la garriga (Quercetum cocciferae) i la brolla
de romani i maleida (Rosmarino officinalis-
Linetum suffruticosi). La fauna també hi té
una representacid important especialment pel
que fa a les aus, aixi veiem que especies com
el sisd (Tetrax tetrax), la xurra (Pterocles
orientalis), la ganga (Pterocles alchata), la
calandria (Melanocorypha calandra) o 1‘alo-
sa becuda (Chersophilus duponti) sén exclu-
sives d’aquests ambients estépics.

Pel que fa als amfibis, el E. calamita es tro-
ba adaptat als ambients estépics de la zona.
La reproducci6 dels gripaus s’efectua en punts
d’aigua permanents sovint eutrofitzats o en
punts d’aigua temporals creats per les pluges
de primavera i tardor.

Recol‘leccié de les mostres i estimaci6 esque-
letocronologica de I’edat

Es varen recollir durant el periode de re-
producci6 48 individus adults de E. calamita:
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44 mascles i 4 femelles (21-23/04/04). La va-
riacié en el nombre d’individus per sexe es
deu al fet que el mostreig es va realitzar a 1’at-
zar per tal de representar la poblacid repro-
ductiva local. Els individus varen ser sexats i
mesurats (longitud corporal) i es va procedir a
seccionar el tercer dit de la ma dreta de cada
un dels gripaus. Tot seguit, els animals van
ser alliberats in situ.

El protocol emprat en el laboratori es basa
en el metode d’esqueletocronologia descrit
per Smirina (1972) i Kuhn (1994). Després
d’ésser descalcificades, les mostres varen ser
incloses en Historesin ™JUNG 1 tenyides
amb cresil de violeta (més detalls en Sinsch et
al., 2001). Es varen realitzar seccions de 10
um de les falanges mitjancant un microtom
rotador JUNG RM2055. Les seccions varen
ser examinades amb microscopi i maximitza-
des mitjancant fotografies digitals. Les obser-
vacions de les LAG de les seccions es varen
realitzar en la zona de la diafisi on la cavitat
medul-lar és minima.

Les variables obtingudes varen ser el sexe,
I’any (com a nombre d’hibernacions) i el nom-
bre de LAG per hibernacio en cinc hiverns
consecutius (1999-2000, 2000-2001, 2002-
2003, 2003-2004).

Recull climatic

Les dades de microclima local (1999-
2004) varen ser obtingudes de 1’estacié mete-
orologica de Castelldans (41,53° N, 0,754° E;
225 masl), a 1 km del lloc de recollida de les
mostres. A causa del fet que D’activitat dels
gripaus es veu influenciada basicament per
variables de temperatura i humitat, es varen
recollir les dades de 7 variables: 1) tempera-
tura mitjana diaria, 2) temperatura maxima
diaria, 3) temperatura minima,diaria, 4) nombre
de dies per mes amb temperatures inferiors a
zero, 5) nombre de dies per mes amb precipi-
tacions, 6) precipitacio mensual (mm), i 7)
evapotranspiracio.
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Analisi estadistica

Els efectes potencials del sexe, I’edat i I’any
en el nombre de linies d’aturada de creixement
considerades per hivern varen ser estimats mit-
jancant una analisi de la variancia (ANOVA)
amb quatre factors sense interaccio.

Es va utilitzar la regressio lineal multiple
per tal de posar a punt un model predictiu per
al nombre de LAG per hivern basat en les set
variables meteorologiques recollides.

En totes les analisis, el nivell de significacio
va ésser del 0,05 i el programa utilitzat, STAT-
GRAPHICS Plus per a Windows, versio 5.0.

Resultats i discussio

Determinacio de I’edat dels individus
Periodes de creixement a [’estiu i a [’hivern

El nombre de LAG per gripau es va situar
entre 3 i 10. Tanmateix, es va poder distingir
un grup de gripaus amb més de 4 linies que
presentaven una area de creixement circular
entre dues linies molt petites. En els individus
que no pertanyien a aquest grup de linies mul-
tiples, I’area de creixement entre LAG decrei-
xia exponencialment del primer a I’Gltim any
(exemple: figures 2A, C, E). En contraposi-
cio, no es va poder distingir un patrd regular
de creixement de 1’area de ’os en els indivi-
dus amb multiples linies (exemple: figures
2B, D, F). Es varen considerar els grups de li-
nies multiples com una hibernacié interrom-
puda per petits creixements durant els perio-
des més calids de I’hivern.

Els criteris d’assignacio del creixement en-
tre els periodes d’hivern i de primavera-estiu
es basen en una comparacié entre arees de
creixement: si I’area compresa entre 1’Gltima
linia de creixement i la linia multipla avalua-
da era major que 1’area compresa entre la linia
que es volia avaluar i ’anterior, s’assignava
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Ficura 2. Distincié entre marques de creixement estivals i hivernals. (A), (C) i (E): mascle 67; (B), (D) i (F):
mascle 92, Mas de Melons; (A, B): imatge digital de la seccio de la diafisi; (C, D): representacié de les linies
d’aturada de creixement utilitzades per mesurar I’area circumdant, i (E, F): area dels periodes successius de
creixement; cada area de creixement és considerada un any.

un hivern. Aquest criteri es basa en les segiients
consideracions acceptades per la literatura cien-
tifica (per exemple, Castanet et al., 1993):

— la taxa de creixement disminueix amb
I’edat;

— a partir de I’arribada a la maduresa de-
creix el creixement;

— s’espera que el creixement durant la pri-
mavera-estiu (6 mesos) sigui major que durant
els periodes calids de I’hivern (2-3 setmanes).

En la majoria de casos, es va poder distin-
gir entre el creixement a I’hivern i a I’estiu (el
95 % correspon a assignacions quantitatives i
qualitatives).

Factors que afecten el nombre de linies per
hivern

El nombre de linies (LAG) durant el perio-
de d’hibernacid es va estimar entre 114, és a
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Taura 1. Components de I’ANOVA de quatre factors sobre el nombre de linies per hibernacié. Edat: nombre

d’hibernacions abans de I’hivern del 2005.

Suma dels quadrats GL  Mitjana dels quadrats Valor F Probabilitat

Efectes
Sexe 0,001 1 0,001 0,00 P>0,05
Edat 8,193 5 1,639 3,17 P =0,0083
Any 30,771 4 7,693 14,87 P <0,0001
Residual 164,457 318 0,518
Total 203,422 328
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FiGura 3. Variacié deguda a I’any d’hibernaci6 («) i entre 5 hiverns successius (b) de la freqiiéncia de linies
multiples. L’analisi estadistica corresponent (ANOVA) es recull a la taula 1.

dir, la hibernaci6 va ser interrompuda per tres
curts periodes de creixement. L’analisi multi-
factorial ANOVA realitzat per les variables
independents, sexe, edat i any mostrava que
tan sols el sexe no afectava la quantitat de li-
nies multiples (taula 1).

A la figura 3a es pot observar que, quan
I’any d’hibernacié corresponia a individus jo-
ves (menors de dos anys), el nombre mitja de
linies per hibernacié era d’1,6-1,8, considera-
blement més gran que el corresponent a 1’es-
tat adult (1,3). Aquests resultats sembla que
indiquen una variaci6 en el comportament hi-
vernal entre adults i joves. Els individus més
joves podrien abandonar amb més freqiiéncia
llur hibernaci6 i presentar una activitat vital
diferent que es reflectiria en les linies de crei-
xement de 1’0os. En D’estudi realitzat per
Leskovar et al. (2006) en la mateixa poblacid
de gripaus, es constata que els individus arri-
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baven a la seva mida més gran durant els dos
primers anys de vida. La preséncia de major
activitat en els joves durant I’hivern i la inver-
si6 de tota la seva energia en el creixement,
car encara no son reproductius, es traduiria en
un major augment de la seva massa corporal.
La mida dels individus es correlaciona amb la
fitness; per tant, els individus maximitzen la
seva taxa de creixement juvenil per tal
d’aconseguir la major mida en un periode de
temps curt. L’estudi del creixement en juve-
nils és un factor principal per a entendre
I’evolucio6 general de la biologia dels animals
ectoterms (Gotthard, 2001).

Les dades aportades pels individus de 5
anys varen permetre analitzar 5 periodes
d’hibernacio, compresos entre el 1999-2000 i
el 2003-2004. En la figura 3b s’observa que
existeixen diferéncies en el nombre de linies
d’aturada de creixement en els diferents anys.
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FiGURA 4. Variables meteorologiques locals durant I’hivern (periode comprés entre 1’octubre i el marg¢ de 1’any
segiient: a) temperatura mitjana anual, i b) nombre de dies amb precipitacid.

TauLa 2. Analisi multifactorial de les variables que afecten potencialment el nombre de linies produides per
hibernacié: @) model de regressio, R? (ajustat per GL) = 88,2 %; b) ANOVA.

a)
Estimada +/-SE Valor T Probabilitat
Efectes
Constant -4,01+/-1,21 -3,32 P =0,0295
Dies gelada (nre.) 0,02+/-0,01 2,50 P=0,0671
Temperatura max. (°C) 1,69+/-0,34 5,06 P=0,0072
Temperatura min. (°C) 2,85+/-0,54 5,24 P=10,0063
Mitjana temperatures (°C) -3,36+/-0,71 -4,48 P =0,0090
Precipitacio (mm) -0,005+/-0,001 -4,78 P =0,0088
b)
Suma de quadrats GL Mitjana de quadrats  Valor F Probabilitat
Model 0,948 5 0,190 14,45 P=0,0114
Residual 0,053 4 0,013
Total 1,001 9

El clima local durant I’hivern va variar respec-
te a la temperatura i la precipitacio (figura 4).
L’analisi mitjangant regressié multipla va per-
metre constatar la hipotesi que la variaci6 de
les LAG per periodes d’hibernacid corresponia
a la variaci6 del clima local. En la taula 2 s ob-
serven les variables que varen afectar signifi-
cativament la producci6 de linies i que final-
ment varen formar el model estadistic emprat
que explica el 88,2 % de la variabilitat. Aques-

tes variables eren principalment temperatura i
precipitacid. Es constata, per tant, ’existéncia
d’una relacio6 entre la temperatura i la precipi-
tacio en I’abandonament de la hibernacio.
Durant el pas de les ultimes décades d’es-
tudis esqueletocronologics, la preséncia de
«dobles» o «multiples» linies s’ha considerat
un fenomen ocasional, enigmatic i anormal
en el patrd de creixement dels amfibis, ja que
les zones on s’havien estudiat presentaven un
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cicle d’estacions anuals molt marcat amb hi-
verns freds i humits (zones temperades: Smi-
rina, 1994) o estius calorosos i secs (zones
subtropicals: Morrison ef al., 2004). Les ana-
lisis realitzades suggereixen que, a les zones
semiarides, I’existéncia de periodes amb tem-
peratures calides a I’hivern permet interrom-
pre la hibernacio del gripau corredor, cosa
que es tradueix en petits periodes de creixe-
ment. Aquest fet evidencia que la freqiiéncia
de multiples marques de creixement trobades
en aquestes poblacions no és una aberracid en
el patr6 de creixement considerat pels amfibis,
sind que correspon a una informaci6 histologica
correlacionada amb els impactes locals ambi-
entals.

En conclusid, els resultats obtinguts sugge-
reixen que les poblacions de gripau corredor
en zones semiarides presenten un patrd de
creixement diferent de qualsevol altre trobat
en poblacions d’amfibis de zones tempera-
des. Aquest patr6 de creixement poc comil pot
ésser explicat per la climatologia caracteritza-
da principalment per minses precipitacions i
periodes amb elevades temperatures a 1’estiu.
Es constata, per tant, la importancia de I’estudi
de les zones arides per tal d’entendre la biolo-
gia d’aquestes especies amfibies pero colonit-
zadores del medi terrestre.
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